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(57) Abstract 

The invention relates to the preparation of 
two novel nucleic acids -Hcl and Hc2- which are 
homologous to known DEAD box proteins, which 
correspond to RNA helicascs, and which can be 
obtained from ciliates. The invention also relates 
to the insertion of the novel nucleic acids into suited 
target cells using recombinant DNA technologies, 
and to the use thereof for regulating transcription 
and translation. In addition, the invention relates 
to the in-vitro or in-vivo transcription of the novel 
nucleic acids for producing novel proteins and to 
the use thereof in treatment and diagnosis. 

(57) Zusammenfassung 

Neue Gene der Dead Box Proteinfamilie, 
deren Expressionsprodukte und Verwendung. Die 
vorliegende Erfindung beschreibt die Bereitstellung 
zweier neuer Nukleinsiluren - Hcl und Hc2 - die 
homolog 2U bekannten DEAD-Box-Proteinen, kor- 
re.spondiemd niit RNA-Helikasen sind und aus Cii- 
iaten gewonnen werden konnen. Die Erfindung 
beschreibt weiterhin das Einbringen der neuen Nuk- 
leinsauren Uber rekombinante DNA-Technologien 
in geeignete Zielzellen und deren Verwendung fur 
die Regulation der Transkription und der Transla- 
tion. Die Erfindung beschreibt weiterhin die Tran- 
skription in vitro oder in vivo der neuen Nuk- 
leinsiluren zwx Herstellung neuer Protcine, sowie 
deren Verwendung in Therapie, Diagnostik. 



A Phylogenetlscher Baum He 1 

PHYLOGENETIC TREE Hcl 




- HJrnueraae 

- XJaevis 

- T_brucfii 

- N_fiytvastris 

- D_tllscoldeum 
-Hcl 



CH sapiens 



.musculus 
O.metanoQaster 
S_ceravlslaa 
YellowFever 
OengueFavor 
HepatitisC 



- HepadOsE 

- AfricanSwineFever 



B Phytogenetischer Baum Hg2 

PHYLOGENETIC TREE Hc2 




LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armcnicn 


FI 


Finn land 


LT 


Litaucn 


SK 


Slowaket 


AT 


Ostemeich 


FR 


Frank re ich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australicn 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcrcinigtcs Kdnigretch 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Hcrzegowina 


GE 


Gcorgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BP 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazcdonien 


TR 


T&rkci 


BC 


Buigarieh 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vcreintgie Siaaicn von 


CA 


Kanada 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




Amcrika 


CF 


Zcntralafrikaiiischc Rcpublik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Ntedcrlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6tc d'l voire 


KP 


Demokratischc Volksrepublik 


NZ 


Ncuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Rcpublik Korea 


FT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum^ien 






CZ 


Ts Chech ischc Rcpublik 


KC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deuischland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dancmaric 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schwedcn 






EE 


bstland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







U9/74349^^ 

WO 00/05388 PCT/EP99/04892 

1 

JC07Rec'dPCT/PTO i Q JAN 200J 

GENE DER DEAD BOX PROTEINFAMILIE, DEREN EXPRESSIONSPRODUKTE UND VERWENDUNG 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung neuer Nukleinsauren aus 
Ciiiaten kodierend fur Expressionsprodukte, vorzugsweise RNA-Helikasen aus der 
Familie der DEAD-Box-Proteine sowie deren Verwendung. 

10 

Die Modulation der RNA-Struktur hat eine essentielle Funktion in zelluiaren 
Vorgangen wie z.B. beim pra-mRNA-SpleiSen, beim RNA-Transport oder bei der 
Proteintranslation, da die zellulare RNA in der Zelle in unterschiedlichen Sekundar- 
und Tertiarstrukturen vorliegt und daneben eine Vielzahl von RNA-bindender 

15 Proteine fur eine weitere Strukturierung der RNA sorgt. An diesen 

Modulationsvorgangen sind u.a. Proteine aus der Familie der sogenannten DEAD- 
Proteinfamilie beteiligt. Die Mitglieder dieser Proteinsuperfamilie, die als 
Charakteristikum eine Reihe homologer Proteinsequenzen, sogenannte 
„Proteinboxen" enthalten, sind nach dem hochkonservierten Tetrapeptid Asp-Glu- 

20 Ala-Asp, im Einbuchstabencode DEAD, als Motiv benannt. Zu dieser 
Proteinsuperfamilie gehoren insbesondere RNA-Helicasen. 

Die charakteristischen Proteinsequenzen der DEAD-Proteine sind in der Evolution 
hochkonserviert (Vgl. Figur 1). 

25 

Die DEAD-Superfamilie gliedert sich in verschiedene Unterfamilien, die nach ihrem 
Sequenzmotiv DEAD-, DEAH- oder DExH-Unterfamilie genannt werden. Aile 
Familienmitglieder besitzen eine ATP-Binde- und RNA-Bindefunktion sowie eine 
ATP-Hydrolyse- und zumeist eine RNA-Helicasefunktion (Fig. 2). 
30 Die verschiedenen Mitglieder der DEAD-Box-Protein-Familie zeichnen sich aus 
durch eine konservierte Region, die ca, 300 Aminosauren umfaBt und von 
nichtkonservierten Aminosauresequenzen variierender Lange flankiert wird 
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(Schmid S.R:, Lindner p;, Mol Cell Biol 1991 11- 3463-3471) 



Innerhalb der konservierten Region liegen die sogenannten Homologieboxen 
(synonym konservierte Motive), wovon eine die „DEAD-Box" ist. Die 
Homologieboxen verleihen den Mitgliedern der DEAD-Box-Familie nicht nur 
strukturelle sondern auch funktionelie Ahnlichkeit. Unter Berucksichtigung der 
Homologieboxen (siehe Figur 2) sind DEAD-Box Proteine putative ATP-abhangige 
RNA-Helikasen, die an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt und mit der 
Veranderung der Sekundarstruktur von RNA-Molekulen in Zusammenhang stehen 
(Fuller-Pace F.V. Trends Cell Biol. 1994 4:271-274, Pause A., Sonenberg N., Curr 
Opin Struct Biol 1993 3:953-959). Helikase-abhangige Prozesse sind ebenfalls 
beschrieben worden fur: Initiation der Translation, nukleares und mitochondriales 
RNA-SpleiSing, mRNA-Transport. Ribosom- und SpleiBosom-Assembly, mRNA- 
Stabilisierung und mRNA Abbau (lost I., Dreyfus M., Nature 1994 372:193-196). 

Die Funktionen der RNA-Helikasen korrespondierend mit den DEAD- 
Homologieboxen in zellularen Prozessen. vorzugsweise im Rahmen der 
Proteinbiosynthese, eriauben diese Enzyme gezielt einzusetzen im Hinblick auf 
pharmazeutische, landwirtschaftliche oder biotechnische und analytische 
Anwendungen. 

Wichtige pharmazeutische Anwendungen sind die Entwicklung von Substanzen, die 
spezifisch bakterielle, parasitare, virale oder aus pathogenen Pilzen stammende 
Helikasen hemmen, jedoch keine Hemmwirkung auf menschliche Helikasen haben. 
Da Helikasen zumeist essentielle Enzyme sind, kann man durch spezifische 
Hemmung dieser Enzyme eine Abtotung des Pathogens (Bakterium, Pilz, 
Parasit/Protozoe, Virus) erreichen. Nach Missel et al. fiihrt bei bestimmten 
Protozoen (Trypanosoma, Leishmania, Crithidia) das Ausschalten des Gens fur ein 
DEAD-Box-Protein zu verringertem Wachstum (Missel A., Souza A.E., Norskau G, 
Goringer H.U.. Mol Cell Biol 1997 17:4895-903). Im Malariaerreger P/asmod/L/m 
falsiparum kontrollieren Helikasen die Protein-Transiation. Mitose sowie DNA 
Reparatur (Thelu J, Burnod J. Bracchi V. Ambroise-Thomas P, DNA Cell 
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Biol 1 994 1 3: 1 1 09-1 1 1 5). Helikasen sind essentiell fur die Initiation der Translation, 
im Spleifiosom, im Zellzyklus und Ribosomen Zusammenbau in Hefe. So ist z. B. 
das DEAD-Box-Protein R0K1 essentiell fur die LebensfShigkeit von Hefe, fur das 
pra-rRNA-Processing, und fur mitotisches Wachstum. Ausschalten von R0K1 
5 blockiert 18S rRNA Synthese (Venema J.. Bousquet-Antonelli C, Gelugne J.P.. 
Caizegues-FerrerM., Toilervey. Mol Cell Biol 1997 17: 3398-3407). 

Ca. 80% aller „positive-stranded" RNA Viren deren Genome sequenziert sind, 
kodieren fur mindestens eine putative Helikase. Beispiele sind NS3 des Hepatitis C 

10 Virus, Helikasen des menschlichen Coronavirus und des Adeno-associated Virus, 
Vaccinia Virus Helikase (Kadare G., Haenni A.L., J Virol 1997: 2583-2590). Mogliche 
Rollen fur virale Helikasen sind (i) Proof-reading bei der Replikation (ii) Initiation der 
Transkription durch Aufwinden der RNA und Verhinderung von Loop-Bildung hinter 
der RNA Polynnerase (iii) Initiation der Translation. Die Helikase des Vaccinia Virus 

15 ist essentiell fur den Lebenszyklus des Virus und Nukleinsaure-spezifisch. 

Es gibt Hinweise darauf, daS zumindest einige Helikasen sehr spezifisch aktivierbar 
sind. So brauchen z. B. DpbA aus E. coli (Fuller-Pace F.V., Nicol S.M., Reid A.D., 
Lane D.P., EMBO J 1993 12:3619-3626) und Slt22 aus Hefe (Xu D., Nouraini S., 
20 Field D., Tang S.J., Friesen J.D., Nature 1996 381: 709-716) spezifische RNA- 
Liganden zur Aktivierung. 

Des weiteren werden DEAD-Box-Proteine in Assoziation mit Krankheiten 

beschrieben. Die Amplifizierung eines spezifischen Gens in Krebszellen (N-myc) 

25 steht in Verbindung mit der Tatsache, daB ein DEAD-Box-Protein mit N-myc co- 

amplifiziert wird, welches auf eine Rolle dieses Proteins in der Entartung von 

Krebszellen hinweist (George R.E., Kenyon R.M., McGuckin A.G., Malcolm A.J., 

Pearson A.D., Lunec J., Oncogene 1996 12: 1583-7). Mutationen einer RNA- 

Helikase stehen im Zusammenhang mit dem Werner-Syndrom - fruhzeitige Aiterung 

30 - (Yu C, Oshima J., Wijsman E.M., Nakura J. et al., Am J Hum Genet 1997 60: 330- 

» 

341) und mit Xeroderma pigmentosum (Kobayashi T., Kuraoka I., Sailo M., Nakatsu 
Y., Tanaka A. et a!., Huma Mut 1997 9: 322-331). Weiterhin ist ein moglicher 
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Zusammenhang zwischen DEAD-Box-Proteinen und Bindegewebskrankheiten 
postuliert worden (Valdez B.C., Henning D., Perlaky L. Busch R.K., Busch H., 
Biochem Biophis Res Commun 1997 234: 335-340). Bekannt ist auBerdem ein 
Zusammenhang zwischen defekter DNA Reparatur und einer Mutation in der 
Helikasedomane des XNP/ATR-X Gens (Viilard L. Lossi AM, Cardoso C. Proud V. 
Chiaroni P, Colleaux L, Schwartz C, Pontes M Genomics 1997 43: 149-155). 

Zusatzlich zu Helikasen aus Menschen oder aus diversen Krankheitserregern sind 
auch Helikasen aus Pfianzen von grofitem interesse. Einige DEAD-Box-Proteine 
aus Pfianzen sind mittleoA^eile bekannt (Lorkovic Z.J., Henmann R.G., Oelmuller R., 
Mol Cell Biol 1997 17: 2257-2265 und Aubourg et al.. Gene 1997 199(1-2): 241- 
253). Strukturell sind diese Proteine den DEAD-Box-Proteinen aus nicht pflanzlichen 
Organismen zwar ahnlich, biiden jedoch ein Untergruppe (Fig.3). Fig. 3 zeigt die 
phylogenetische Verwandschaft verschiedender elFA4, eines der am besten 
charakterisierten Mitgiieder der DEAD-Box-Protein-Familie, aus verschiedenen 
Organismen. Die pflanzlichen Proteine sind untereinander wesentlich naher 
verwandt als mit elF4A aus tierischen Eukaryonten. Eine fiir die landwirtschaftliche 
Produktion interessante Anwendung ist die Stimulation der Aktivitat Pflanzen- 
spezifischer RNA-Helikasen zur Stelgerung der Proteinexpression wirtschaftlich 
relevanter Proteine. Dabei kann man entweder Pflanzen-eigene Helikasen 
stimulieren (z.B. durch Uberexpression) oder Pflanzen-ahnliche Helikasen heterolog 
in Nutzpflanzen exprimieren. 

Daher ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Nukleinsauren 
bereitzustellen, die vorzugsweise fur RNA-Helikasen kodieren. 

Die Aufgabe wir dadurch gelost, daS Nukleinsauren kodierend fur RNA-Helikasen 
bereitgestellt werden, welche vorzugsweise aus Ciliaten, besonders bevorzugt 
Tetrahymena thermophila, gewonnen werden. Die erfindungsgemaBen 
Nukleinsauren kodieren fiir Expressionsprodukte, welche aus der Familie der DEAD- 
Box-Proteine stammen und somit auch fur RNA-Helikasen. 
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Expressionsprodukte, vorzugsweise Proteine aus der DEAD-Proteinsuperfamilie im 
Sinne dieser Erfindung sind solche, die konservierte Motive besitzen, worunter ein 
konserviertes Motiv die Aminosaurereihenfolge DEAD enthalt. Vorzugsweise 
enthalten die Proteine eine RNA-Helicase- und ATP-ase-Aktivitat. 

5 

Ein Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind daher Nukleinsauren kodierend 
fur RNA Helikasen, mit einer Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID No. 13 oder 
SEQ ID No. 15 Oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit 
mindestens 8 Nukleotiden. vorzugsweise mit mindestens 15 oder 20 Nukleotiden, 
10 insbesondere mit mindestens 100 Nukleotiden, vor allem mit mindestens 300 
Nukleotiden (nachfolgend „erfindungsgemaBe Nukleinsauren" genannt). 

Die erfindungsgemaSe Nukleinsaure mit der Nukleinsauresequenz gemaB 
SEQ ID No, 13 (im folgendem „Hc1") kodiert fur eine Aminosaurensequenz 
15 gemaU SEQ ID No. 14. 

Die erfindungsgemaSe Nukleinsaure mit der Nukleinsauresequenz gemaS 
SEQ ID No. 15 (im folgendem „Hc2") kodiert ftir eine Aminosaurensequenz 
gemali SEQ ID No. 16. 

20 

Die Expression der erfindungsgemaBen Nukleinsauren in E. coll fiihrte zu einem 
Expressionsprodukt, welches ahnliche enzymatische Aktivitaten wie die einer RNA 
Helikase zeigt. Weitere Experimente gemaR der voriiegenden Erfindung bestatigten. 
daS es sich bei der Nukleinsaure um eine Nukleinsaure handelt, die fur eine RNA- 
25 Helikase kodiert, insbesondere aufgrund des Vorliegens der charakteristischen 
Homologieboxen, wie in SEQ ID No. 14 und SEQ ID No. 16, die in Figur 1 
wiedergegeben sind. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaSe Nukleinsaure eine 
30 DMA Oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige DNA, und insbesondere eine" 
DNA mit einer Nukleinsauresequenz kodierend fur RNA-Helikasen. 
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Unter dem Begriff Junktionelle Variante" versteht man gemaS der vorliegenden 
Erfindung eine Nukleinsaure. die funktionell mit RNA Helikasen mit den 
beschriebenenen Homologieboxen verwandt ist. 

Im weiteren Sinne versteht man unter dem Begriff ..Varianten" gemaS der 
vorliegenden Erfindung Nukleinsauren, die eine Homologie, insbesondere eine 
Sequenzidentitat von ca. 60%, vorzugsweise von ca. 75%, insbesondere von 
ca. 90% und vor allem von ca. 95% aufweisen. 

Die Teile der erfindungsgemaSen Nukleinsaure kbnnen beispielsweise zur 
Herstellung einzelner Epitope, als Sonden zur Identifizierung weiterer funktioneller 
Varianten oder als Antisense-Nukleinsauren venvendet werden. Beispielsweise 
eignet sich eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 8 Nukleotiden als Antisense- 
Nukleinsaure, eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 15 Nukleotiden als Primer beim 
PCR-Verfahren, eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 20 Nukleotiden fur die 
Identifizierung weiterer Varianten und eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 
100 Nukleotiden als Sonde. 

Insbesondere konnen die erfindungsgemaSen Nukleinsauren verwendet werden, 
urn kompiementare bzw. Antisense Nukleinsauren zu konstruieren. die mit Hcl oder 
Hc2 selbst oder mit verwandten Nukleinsauren hybridisieren. Das Einbringen der 
komplementaren bzw. Antisense Nukleinsaurein die Zielzelle verhindert die 
Expression venA/andter RNA-Helikasen, oder venwandter Expressionsprodukte. 

Anti-Sense Nukleinsauren, welche aus den erfindungsgemaSen Nukleinsauren 
erhaltlich sind, kbnnen daher zur spezifischen Regulation der Gehexpression 
venA/endet werden. Dabei kann entweder die Zielzelle mit dem Anti-Gen nach 
bekannten Methoden transfiziert werden, welces dann in der Zelle transkribiert wird 
Oder in vitro synthetisierte Antisense-RNA oder DNA wird uber Mikroinjektion in die 
Zielzelle eingebracht. Es ist bekannt daG. Genexpression inhlbiert werden kann 
durch Anti-Sense-RNA die komplementar zum kodierenden Bereich der 
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Ziel-mRNA ist. Der aus mRNA und Anti-Sense-RNA gebildete Duplexstrang ist dem 
schnellen Abbau durch RNAsen zuganglich. 

Die Hemmung von Transkription und Translation durch die dargelegte Antisense- 
5 Technik wurde auch erfolgreich in Pflanzenzellen durchgefuhrt (van der Krol A.R. et 
aL Nature 1988 333: 866). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaSe 
Nukleinsaure eine oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen und / oder eine 
10 Poly(A)-Sequenz. Die nicht-kodierenden Sequenzen sind beispielsweise 

Intronsequenzen oder reguiatorische Sequenzen, wie Promoter- oder Enhancer- 
Sequenzen, zur kontrollierten Expression der Expressionsprodukte vorzugsweise 
von RNA-Helikasen. 

15 In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaUe Nukleinsaure daher in 
einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder gentherapeutisch 
wirksamen Vektor enthalten. 

Die Expressionsvektoren konnen beispielsweise prokaryotische oder eukaryotische 
20 Expressionsvektoren sein. Beispiele fur prokaryotische Expressionsvektoren sind fur 
die Expression in E. coii z.B. der T7 Expressionsvektor pGM10 oder pGEX-4T-1 
GST (Pharmacia Biotech), welcher fur einen N-terminalen Met-Aia-His6-Tag kodiert, 
der eine vorteilhafte Reinigung des exprimierten Proteins uber eine Ni^^'-NTA-Saule 
ermoglicht. Als eukaryotische Expressionsvektoren fur die Expression in 
25 Saccharomyces cerevisiae eignen sich z.B. die Vektoren p426Met25 oder 

p426GAL1 (Mumberg et aL (1994) Nucl. Acids Res., 22, 5767), fur die Expression in 
insektenzellen z.B. Baculovirus-Vektoren wie in EP-B1-01 27839 oder EP-B1- 
0549721 offenbart, und fur die Expression in Saugerzellen z.B. S\/40-Vektoren, 
welche allgemein erhaltlich sind. 
30 Im allgemeinen enthalten die Expressionsvektoren auch fur die Wirtszelle geeignete 
reguiatorische Sequenzen, wie z.B. den trp-Promotor fur die Expression in E. coli 
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(s. 2.B. EP-B1-0154133) in E. coli. den ADH-2-Promotor fur die Expression in Hefen 
(Russel et al. (1983), J. Biol. Chem. 258, 2674). den Baculovirus-Polyhedrin- 
Promotor fur die Expression in Insektenzellen (s. z.B. EP-B1-01 27839) oderden 
fruhen SV40-Promotor oder LTR-Promotoren z.B. von MMTV (Mouse Mammary 
Tumour Virus; Lee et ai. (1981) Nature, 214, 228). 

Die so gewonnenen rekombinanten Proteinen werden mit geeigneten Methoden 
aufgereinigt (z.B. Affinitatschromatographie, HPLC, FPLC) und in Losung gebracht 
(Guanidin, Harnstoff). Die Charakterisierung der Proteinen und die Bestimmung der 
Enzymaktivitat erfolgt mit Hilfe etablierter Tests (RNA-Bindung. ATPase-Aktivitat, 
Helikase-Aktivitat). 

Beispiele von gentherapeutisch wirksamen Vektoren sind Virusvektoren, 
vorzugsweise Adenovirusvektoren, insbesondere replikationsdefizlente 
Adenovirusvektoren, oder Adenoassoziierte Virusvektoren, z. B. ein 
Adenoassoziierter Virusvektor, der ausschlieSlich aus zwei insertierten terminalen 
Wiederhoiungssequenzen (ITR) besteht. 

Geeignete Adenovirusvektoren sind beispielsweise in McGrory, W.J. et al. (1988) 
Virol. 163, 614; Gluzman. Y. et al. (1982) in „Eukaryotic Viral Vectors" (Gluzman. Y. 
ed.) 187, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Habor, New York; Chroboczek, J. 
et al. (1992) Virol. 186. 280; Karlsson, S. et al. (1986) EMBO J.. 5, 2377 oder 
WO95/00655 beschrieben. 

Geeignete Adeno-assoziierte Virusvektoren sind beispielsweise in Muzyczka, N. 
(1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158, 97; W095/23867; Samulski, R.J. (1989) 
J. Virol, 63, 3822; W095/23867; Chiorini. J.A. et al. (1995) Human Gene Therapy 6, 
1531 Oder Kotin, R.M. (1994) Human Gene Therapy 5, 793 beschrieben. 

Gentherapeutisch wirksame Vektoren lassen sich auch dadurch erhalten, daS man 
die erfindungsgemaRe Nukleinsaure mit Liposomen komplexiert. Hierzu eignen sich 
Lipidmischungen wie bei Feigner, P.L. et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84, 
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7413; Behr, J. P. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982; Feigner, J.H. et 
al. (1994) J. Biol. Chem. 269, 2550 oder Gao, X. & Huang. L (1991) Biochim. 
Biophys. Acta 1 189, 195 beschrieben. Bei der Herstellung der Liposomen wird die 
DNA ionisch-auf der Oberflache der Liposomen gebunden, und zwar in einem 
5 solchen Verhaltnis, daR eine positive Nettoladung verbteibt und die DNA vollstandig 
von den Liposomen komplexiert wird. 



Die erfindungsgemafien Nukleinsauren konnen beispielsweise chemisch anhand 
. der in SEQ ID No. 13 und SEQ ID No, 15 offenbarten Sequenz oder anhand der in 
10 SEQ ID No. 14 und SEQ ID No. 16 offenbarten Peptidsequenz unter Heranziehen 
des genetischen Codes z. B. nach der Phosphotriester-Methode synthetisiert 
werden (s. z.B. Uhlman, E. & Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90, 543, No, 4). 

Eine weitere Moglichkeit, die erfindungsgemaRen Nukleinsauren selbst und 
15 Varianten zu erhalten, ist die Isolierung aus einer geeigneten Genbank, anhand 
einer geeigneten Sonde (s. z,B. Sambrook, J. et al, (1989) Molecular Cloning. A 
laboratory manual. 2nd Edition, Cold Spring Harbor, New York). Als Sonde eignen 
sich beispielsweise einzeistrangige DNA-Fragmente mit einer Lange von ca. 100 bis 
1000 Nucleotiden, vorzugsweise mit einer Lange von ca. 200 bis 500 Nucleotiden, 
20 insbesondere mit einer Lange von ca, 300 bis 400 Nucleotiden, deren Sequenz aus 
der Nukleinsauresequenz gemaS Figur 4 und 6 abgeleitet werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemalien 
Nukleinsauren zur spezifischen Beeinflussung der Proteinbiosynthese. 

25 

Experimente zeigen. daS eine gesteigerte Helikase-Aktivitat zu einer verstarkten 
Aufwindung der Ziel-RNA fuhrt. Hierdurch wird die Ziel-RNA zuganglich fur 
Bindungspartner, wie Proteine, insbesondere Enzyme oder Enzymkomplexe fur 
die ribosomale Translation oder fur den Abbau durch das Degradasom. Daraus folgt, 
30 je nach Ziel-RNA a) eine gesteigerte Translation und daher eine gesteigerte 

Proteinbiosynthese b) ein schnellerer Abbau durch das Degradasom und somit eine 
verringerte Proteinbiosynthese. Eine Hemmung der Heiikase-Aktivitat kann den 
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Abbau durch das Degradasom hemmen und zu einer verminderten 
Proteinbiosynthese fiihren. Grundlage hierfur ist die Erkenntnis. daS durch die 
selektive Hemmung oder Aktivierung von Helikasen wichtige biosynthetische 
Prozesse gezielt reguiiert werden konnen. 

Die Nukleinsauren werden hierzu rekombinant in geeigneten Zielorganismen wie 
beschrieben exprimiert. 

Die erfindungsgennaBen Nukleinsauren, vorzugsweise Hc1. sind ein hen/orragendes 
Modell fur diverse eukaryontische RNA-Helikasen, vorzugsweise aus Menschen und 
Parasiten (Figur 3A). Die genetische Verwandtschaft von Hc1 zu relevanten 
eukaryontischen Helikasen ist eng genug, um von Versuchen mit Hc1 Ruckschlusse 
auf Struktur und Funktion anderer eukaryontischer Helikasen (z.B. menschlichen) zu 
Ziehen. Figur 3A zeigt die genetische Venwandtschaft einiger Helikasen aus 
verschiedenen Organismen im Vergleich zu Hc1 . Besonders uberraschend ist die 
groSe strukturelle Ahnlichkeit zwischen Hc1 und Saugetierhelikasen aus Mensch 
und Maus und der groGe strukturelle Unterschied zwischen Hcl und bekannten 
viralen Helikasen. 

Aufgrund phylogenetischer Untersuchungen gemaS Figur 38 erweist sich die 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren, vorzugsweise Hc2, als ein hervorragendes 
Modell fur diverse eukaryontische RNA-Helikasen, vorzugsweise aus Pflanzen. 
Figur 38 zeigt die genetische Verwandtschaft einiger RNA Helikasen aus 
verschiedenen Organismen im Vergleich zu Hc2. Besonders uberraschend ist die 
groSe strukturelle Ahnlichkeit zwischen Hc2 und RNA Helikasen aus Pflanzen. Die 
rekombinante Expression von Hc2 ermoglicht die Nutzung dieses neuen Enzyms als 
Modell zur Erforschung insbesonderer pflanzlicher Helikasen, deren Struktur und 
Funktion, sowie zur Entwicklung geeigneter Inhibitoren bzw. Aktivatoren diese 
wichtigen Enzyme. So wurde fur PRH75 aus Splnat postuliert, daft dieses Enzym 
ein sehr spezifischen RNA-Liganden braucht, um aktiv zu sein (Lorkovic Z.J., 
Herrmann R.G., Oelmuller R., Mol Cell Biol 17(4): 2257-2265 (1997)). 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die gezielte heterologe Expression 
- mittels Oberexpression nach bekannten Methoden - der erfindungsgemalien 
Nukleinsauren. vorzugsweise Hc2, in geeigneten Nutzpflanzen zur potentiellen 
Steigerung der Biosynthese relevanter Proteine. 

5 

Die erfindungsgema&en Nukleinsauren, vorzugsweise Hc2, konnen uber 
rekombinante DNA-Technologien in Pflanzen eingebracht werden. Als Methode 
kann das Einschleusen des Fremdgens mit Hilfe von Agrobakterium tumefaciens 
benutzt v\/erden. Hierbei wird das Fremdgen in des Genom der Bakteriums in 

10 bekannter Weise eingebracht. Bei Infektion der Zielpflanze werden die Gene des 
Bakteriums inklusive des Fremdgens stabil in das Genom der Pflanze integriert 
(Chilton M,D. et al., Cell 1977 11:263, Barton K.A. et al., Cell 1983 32: 1033). Diese 
Methode wird vorzugsweise fur die Transformation von Dikotelydonen eingesetzt. 
Zur Transformation von Monokotelydonen konnen die bekannten Methoden wie 

15 Kalziumphosphat- Prazipitation, PEG Behandlung, Elektroporation, oder eine 

Kombination dieser Methoden eingesetzt werden (Potrykus I. et al., Mol Gen Genet 

1985 199:183; Lorz H. et al., Mol Gen Genet 1985 199: 178; Fromm M et al. Nature 

1986 319:791; Uchimiya H. et al., Mol Gen Genet 1986 204: 204). Moglich ist auch 
ein Einbringen der Fremd-DNA in die Pflanzenzelle mit Hilfe der sogenannten Gene- 

20 Gun (Klein T.M. et al. Nature 1987 327: 70). 

Eine weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der Nukleinsauren als 
Selektionsmarker in der Molekularbiologie. Konvehtioneil verwendete 
Selektionsmarker sind Antibiotika, Molekuiarbiologisch veranderte Organismen 

25 tragen ein Gen, das Resistenz gegen ein Antibiotikum verleiht. Die Organismen 
werden in Antibiotika-haltigem Medium angezogen, so da& sich nur die Trager des 
Resistenzgens entwickein konnen. Analog kann man Helikasegene als 
„Resistenzgene" verwenden. Es wurde gezeigt (Mullner et al, Patentanmeldung DPA 
19545126.0), daB die Oberexpression eines Helikasegens bei Mauszellen diesen ^ 

30 Zellen Toleranz gegenuber einer sonst toxischen Substanz, Leflunomid, verleiht. Es 
ist somit moglich, die erfindungsgemalien Nukleinsauren als Selektionsmarker in der 
Molekularbiologie einzusetzen. wobei mit einem geeigneten Vektor, wie 
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beschrieben. die erfindungsgemaSe Nukleinsauren in Zellen einzuschleusen sind 
und mit einer geeigneten Substanz, wie Lefiunomid). gegen die die Zellen durch 
Uberexpression der Helikase tolerant sind, zu selektionieren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die 
Expressionsprodukte, vorzugsweise Polypeptide und Polypeptidfragmente (die Hc1 
und Hc2 kodieren) selbst, mit Aminosauresequenzen gemaS SEQ ID No. 14 und 
SEQ ID No. 16 Oder einer funktionellen Variante davon, und Telle davon mit 
mindestens sechs Aminosauren, vorzugsweise mit mindestens 12 Aminosauren, 
insbesondere mit mindestens 65 Aminosauren und vor allem mit 257 Aminosauren 
Hcl und 255 Aminosauren Hc2 (nachfolgend ..erfindungsgemaSe Polypeptide" 
genannt). Beispielsweise kann ein ca. 6-12, vorzugsweise ca. 8 Aminosauren- 
langes Polypeptid ein Epitop enthalten, das nach Kopplung an einen Trager zur 
Herstellung von spezifischen poly- oder monoklonalen Antikorper dient (siehe 
hierzu z. B. US 5,656.435). Polypeptide mit einer Lange von mindestens ca. 65 
Aminosauren konnen auch direkt ohne Trager zur Herstellung von poly- oder 
monoklonalen Antikorper dienen. 

Unter dem Begriff ..funktionelle Variante" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
versteht man Polypeptide, die funktionell mit den erfindungsgemaSen Peptiden 
venA/andtsind, d.h. eine RNA-Helikaseaktivitat aufweisen. Unter Varianten 
versteht man auch allelische Varianten oder Polypeptide, die von anderen Zellen 
bzw. Gewebe abstammen. 

Im weiteren Sinne versteht man darunter auch Polypeptide, die eine 
Sequenzhomologie, insbesondere eine Sequenzidentitat von ca. 70%, vorzugsweise 
von ca. 80%, insbesondere von ca. 90%, vor allem von ca. 95% zu den 
Polypeptiden mit den Aminosauresequenzen gemaS Figur 5 und 7 haben. Ferner 
zahlen hierzu auch Deletion des Polypeptide im Bereich von ca. 1 - 60. 
vorzugsweise von ca. 1 - 30, insbesondere von ca. 1-15, vor allem von ca. 1 - 5 
Aminosauren. Hierzu zahlen hierzu auch Fusionsproteine, die die oben 
beschriebenen erfindungsgemaSen Polypeptide enthalten, wobei die 
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Fusionsproteine selbst bereits .die Funktion einer RNA-Helikase haben oder erst 
nach Abspaltung des Fusionsanteils die spezifische Funktion bekommen konnen. 
Vor allem zahlen hierzu Fusionsproteine mit einem Anteil von insbesondere nicht- 
humanen Sequenzen von ca. 1 - 200, vorzugsweise ca. 1 - 150, insbesondere 

5 ca. 1 - 100, vor allem ca. 1 - 50 Aminosauren. Beispiele von nicht-humanen 

Peptidsequenzen sind prokaryotische Peptidsequenzen, z.B. aus der Galactosidase 
von E. coli Oder ein sogenannter Histidin-Tag, z.B. ein Met-Ala-His6-Tag. Ein 
Fusionsprotein mit einem sogenannten Histidin-Tag eignet sich besonders vorteilhaft 
zur Reinigung des exprimierten Proteins uber Metallionen-haltige Saulen, 

10 beispielsweise uber eine Ni2+-NTA-Saule. „NTA" steht fur den Chelator 
„nitrilotriacetic acid" (Qiagen GmbH, Hilden). 

Die Teile des erfindungsgemaSen Polypeptids reprasentieren beispielsweise 
Epitope, die spezifisch von Antikorpern erkannt werden konnen. 

15 

Durch Vergleich mit bekannten Helikasen wurde gefunden, daB die 
erfindungsgemaSen Polypeptide ein Mitglied der sogenannten DEAD- 
Superproteinfamilie ist. Figur 1 zeigt die konsen/ierten Motive, die fur diese Klasse 
von RNA-Helikasen charakteristisch sind. All diese Motive sind innerhalb der Familie 
20 hoch konsen/iert und werden auch in den erfindungsgemaBen Polypeptiden 
gefunden. 

Das erfindungsgemalie Polypeptid wird beispielsweise durch Expression-der 
erfindungsgemaBen Nukleinsaure in einem geeigneten Expressionssystem, wie 
25 oben bereits beschrieben, nach dem fur den Fachmann allgemein bekannten 

Methoden hergestellt. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht 
sich daher auf ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Polypeptids, 
wobei eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure in einer geeigneten Wirtszelle 
exprimiert und gegebenenfalls isoliert wird. 



Insbesondere die genannten Teile des Polypeptids konnen auch mit Hilfe der 
klassischen Peptidsynthese (Merrifield-Technik) synthetisiert werden. Sie eignen 
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Sich insbesondere zur Gewinnung von Antiseren. mit deren Hilfe geeignete 
Genexpressionsbanken durchsucht werden konnen. um so zu weiteren funktionelien 
Varianten des erfindungsgemaBen Polypeptlds zu gelangen. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch auf 
Antikorper, die mit dem erfindungsgemaSen Polypeptid spezifisch reagieren. wobei 
die oben genannten Teile des Polypeptids entweder selbst immunogen sind oder 
durch Koppelung an geeignete Trager. wie z.B. bovines Serumalbumin. immunogen 
gemacht bzw. in ihrer Immunogenitat gesteigert werden konnen. 

Die Antikorper sind entweder polykional oder monoklonal. Die Herstellung. die auch 
einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstellt. erfolgt beispieisweise nach 
allgemein bekannten Methoden durch Immunisieren eines Saugetiers, 
beispieisweise eines Kaninchens, mit dem erfindungsgemaSen Polypeptid oder den 
genannten Teilen davon. gegebenenfalls in Anwesenheit von z.B. Freund's Adjuvant 
und / Oder Aluminiumhydroxidgelen (s. z.B. Diamond, B.A. et al. (1981) The New 
England Joumal of Medicine, 1344). Die im Tier aufgrund einer immunologischen 
Reaktion entstandenen polyklonalen Antikorper lassen sich anschliefiend nach 
allgemein bekannten Methoden leicht aus dem Blut isolieren und z. B. Ciber 
Saulenchromatographie reinigen. 

Monoklonale Antikorper konnen beispieisweise nach der bekannten Methode von 
Winter & Milstein (Winter, G. & Milstein. C. (1991) Nature, 349, 293) hergestellt 
werden. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Arzneimittel. das 
eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder ein erfindungsgemalies Polypeptid und 
gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe enthalt und ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs. Autoimmunkrankheiten. 
insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthritis, Alzheimer-Krankheit. 
Allergien. insbesondere Neurodermitis, Typ I Allergien oder Typ IV Allergien, 
Arthrose. Atherosklerose, Osteoporose, akute und chronische Infektionskrankheiten 
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und / Oder Diabetis und /oder zur Beeinflussung des Zellmetabolismus, 
insbesondere bei der Immunsuppression, vor allem bei Transplantationen und / 
Oder Erbkrankheiten, insbesondere Werner Syndrom. Bloom Syndrom, Xeroderma 
pigmentosa, Bindegewebskrankheiten, bei dem eine erfindungsgemaSe 
5 Nukteinsaure, beispielsweise eine sogenannten Antisense-Nukleinsaure. oder ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid mit pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und / 
Oder Hilfsstoffen fdrmuliert wird. 

Fur die gentherapeutische Anwendung beim Menschen ist vor allem ein Arzneimittel 
10 geeignet, das die erfindungsgemaBe Nukleinsaure in nackter Form oder in Form 
eines der oben beschriebenen gentherapeutisch wirksamen Vektoren oder in mit 
Liposomen komplexierter Form enthalt. 

Als geeignete Zusatz- und / oder Hilfsstoffe eignen sich z. B. eine physiologische 
15 Kochsalzlosung, Stabilisatoren. Proteinaseinhibitoren. Nukieaseinhibitoren etc. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Diagnostikum 
enthaltend die erfindungsgemafien Nukleinsauren, die erfindungsgemaBen 
Polypeptide oder erfindungsgemaSe Antikorper und gegebenenfails geeignete 

20 Zusatz- und / oder Hilfsstoffe und ein Verfahren zur Herstellung eines 

Diagnostikums zur Diagnose von Krebs, Autoimmunkrankheiten, insbesondere 
Multiple Skierose oder Rheumatoide Arthritis, Alzheimer-Krankheit, Allergien, 
insbesondere Neurodermitis, Typ I Allergien oder Typ IV Allergien, Arthrose. 
Atherosklerose, Osteoporose, akute und chronische infektionskrankheiten und / 

25 Oder Diabetis und / oder zur Analyse des Zellmetabolismus, insbesondere des 
Immunstatus, vor allem bei Transplantationen und / oder zur Analyse von 
Erbkrankheiten, insbesondere Werner Syndrom, Bloom Syndrom, Xeroderma 
pigmentosa, Bindegewebskrankheiten, bei dem eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure, ein erfindungsgemaBes Polypeptid oder erfindungsgemaBe 

30 Antikorper mit geeigneten Zusatz- und / oder Hilfsstoffen versetzt werden. 
Beispielsweise konnen gemaB der vorliegenden Erfindung anhand der 
erfindungsgemaBen Nukleinsaure ein Diagnostikum auf der Basis der 
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Polymerasekettenreaktion (PCR-Diagnostik. z.B. gemaB EP-0200362) odereines 
Northern Blots hergestellt werden. Diese Tests beruhen auf der spezifischen 
Hybridisierung der erfindungsgemaSen Nukleinsaure mit dem komplementaren 
Gegenstrang ubiicherweise der entsprechenden mRNA. Die erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure kann hierbei auch modifiziert sein, wie z.B. in EP0063879 
beschrieben. Vorzugsweise wird ein erfindungsgemaGes DNA-Fragrtient mittels 
geeigneter Reagenzien, z.B. radioaktiv mit a-P32-dATP oder nicht-radioaktiv mit 
Biotin, nach allgemein bekannten l\/lethoden markiert und mit isolierter RNA, die 
vorzugsweise an geeignete Membranen aus z.B. Zellulose oder Nylon gebunden 
wurde, inkubiert. Zudem ist es vorteilhaft, die isolierte RNA vor der Hybridisierung 
und Bindung an eine Membran der GroSe nach, z.B. mittels Agarose- 
Gelelektrophorese, aufzutrennen. Bei gleicher Menge an untersuchter RNA aus 
jeder Gewebeprobe kann somit die Menge an mRNA bestimmt werden. die 
spezifisch durch die Sonde markiert wurde. 



Ein weiteres Diagnostikum enthalt das erfindungsgemaBe Polypeptid bzw. die oben 
naher beschriebenen immunogenen Teile davon. Das Polypeptid bzw. Telle davon, 
die vorzugsweise an eine Festphase, z. B. aus Nitrocellulose oder Nylon, gebunden 
sind, konnen beispielsweise mit der zu untersuchenden Korperflussigkeit z. B. Blut. 
in vitro in Beruhrung gebracht werden, um so beispielsweise mit 
Autoimmunantikdrper reagieren zu konnen. Der Antikorper-Peptid-Komplex kann 
anschlieSend beispielsweise anhand markierter Antihuman-IgG- oder Antihuman- 
IgM-Antikorper nachgewiesen werden. Bei der Markierung handelt es sich 
beispielsweise um ein Enzym, wie Peroxidase, das eine Farbreaktion kataiysiert. Die 
Anwesenheit und die Menge an anwesenden Autoimmunantikorpern kann somit 
iiber die Farbreaktion leicht und schnell nachgewiesen werden. 

Ein anderes Diagnostikum enthalt die erfindungsgemalien Antikorper selbst. Mit 
Hilfe dieser Antikorper kann beispielsweise eine Gewebeprobe des Menschen leicht 
und schnell dahingehend untersucht werden, ob das betreffende Polypeptid 
vorhanden ist. In diesem Fall sind die erfindungsgemaGen Antikorper beispielsweise 
mit einem Enzym, wie oben bereits beschrieben, markiert. Der spezifische 
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Antikorper-Peptid-Komplex kann dadurch leicht und ebenso schnell uber eine 
enzymatische Farbreaktion nachgewiesen werden. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft auch einen Test zur 
Identifizierung funktioneller Interaktoren, wie z.B. Inhibitoren oder Stimulatoren, 
enthaltend eine erfindungsgemaSe Nukleinsaure, ein erfindungsgemaSes 
Polypeptid oder die erfindungsgemaBen Antikorper und gegebenenfalls geeignete 
Zusatz- und / oder Hiifsstoffe. 

Ein geeigneter Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren ist z. B. das 
sogenannte „Two-Hybrid System" (Fields, S. & Sternglanz, R. (1994) Trends in 
Genetics, 10, 286). Bel diesem Test wird eine Zelie, beispielsweise eine Hefezelle, 
mit einem oder mehreren Expressionsvektoren transfornniert oder transfiziert, die ein 
Fusionsproteiri exprimieren, das das erfindungsgemaBe Polypeptid und eine DNA- 
Bindedomane eines bekannten Proteins, beispielsweise von Gal4 oder LexA aus E. 
coli, enthalt und / oder ein Fusionsprotein exprimieren, das ein unbekanntes 
Polypeptid und eine Transkriptions-Aktivierungsdomane, beispielsweise von Gal4, 
Herpesvirus VP16 oder B42, enthalt. Zudem enthalt die Zelle ein Reportergen, 
beispielsweise das LacZ-Gen aus E. coli, „Green Fluorescence Protein" oder die 
Aminosaure-Biosynthesegene der Hefe His3 oder Leu2, das durch reguiatorische 
Sequenzen, wie z.B. den lexA-Promotor/Operator oder durch eine sogenannte 
„Upstream Activation Sequence" (UAS) der Hefe kontrolliert wird. Das unbekannte 
Polypeptid wird beispielsweise durch ein DNA-Fragment kodiert, das aus einer • 
Genbank, beispielsweise aus einer humanen Genbank, stammt. Ubiicherweise wird 
gleich eine cDNA-Genbank mit Hilfe der beschriebenen Expressionsvektoren in 
Hefe hergestellt, so daB der Test unmittelbar danach durchgefuhrt werden kann. 

Beispielsweise wird in einem Hefe-Expressionsvektor die erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure in funktioneller Einheit an die Nukleinsaure kodierend fur die lexA- y 
DNA-Bindedomane kloniert, so daB ein Fusionsprotein aus dem erfindungsgemaBen 
Polypeptid und der LexA-DNA-Bindedomane in der transformierten Hefe exprimiert 
wird. In einem anderen Hefe-Expressionsvektor werden cDNA-Fragmente aus einer 
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cDNA-Genbank in funktioneller Einheit an die Nukleinsaure kodierend fur die Gal4- 
Transkriptions-Aktivierungsdomane kloniert, so daS ein Fusionsprotein aus einem 
unbekannten Polypeptid und der Gal4-Transkriptions-Aktivierungsdomane in der 
transformierten Hefe exprimiert wird. Die mit beiden Expressionsvektoren 
transformierte Hefe, die beispielsweise Leu2- ist, enthalt zusatzlich eine 
Nukleinsaure. die fur Leu2 kodiert, und durch den LexA-Promotor/Operator 
kontroiliert wird. Im Falle einer funktionellen Interaktion zwischen dem 
erfindungsgemaGen Polypeptid und dem unbekannten Polypeptid bindet die Gal4- 
Transkriptions-Aktivierungsdomane uber die LexA-DNA-Bindedomane an den LexA- 
Promotor/Operator, wodurch dieser aktiviert und das Leu2-Gen exprimiert wird. Dies 
hat zur Folge, dad die Leu2- Hefe auf Minimalmedium, das kein Leucin enthalt, 
wachsen kann. 



Bei Venwendung des LacZ- bzw. „Green Fluorescence Protein"-Reportergens 
anstelle eines Aminosaure-Biosynthesegens kann die Aktivierung der Transkription 
dadurch nachgewiesen werden, daS sich blau- bzw. griin-fluoreszierende Kolonien 
bilden. Die Blau- bzw. Fluoreszenzfarbung laGt sich aber auch leicht im 
Spectrophotometer z.B. bei 585 nM im Falle einer Blaufarbung quantifizieren. 

Auf diese Weise konnen Expressionsgenbanken leicht und schnell auf Polypeptide 
durchsucht werden, die mit den erfindungsgemaSen Polypeptiden interagieren. 
AnschlieBend konnen die gefundenen neuen Polypeptide isoiiert und weiter 
charakterisiert werden. 



Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des „Two-Hybrid-Systems'' ist die 
Beeinflussung der Interaktion zwischen dem erfindungsgemaBen Polypeptid und 
einem bekannten Oder unbekannten Polypeptid durch weitere Substanzen, wie z. B. 
chemische Verbindungen. Auf diese Weise lassen sich auch leicht neue wertvolle 
chemisch synthetisierbare Wirkstoffe auffinden, die als Therapeutikum eingesetzt 
werden konnen. Die vorliegende Erfindung ist daher nicht nur auf ein Verfahren zum 
Auffinden von polypeptidartigen Interaktoren bestimmt, sondern erstreckt sich auch 
auf ein Verfahren zum Auffinden von Substanzen, die mit dem oben beschriebenen 
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Protein-Protein-Komplex interagieren konnen. Derartige peptidartige, wie auch 
chemische Interaktoren werden daher im Sinne der vorliegenden Erfindung als 
funktionelle Interaktoren bezeichnet, die eine inhibierende Oder eine stimulierende 
Wirkung haben konnen. 

Beschreibung der Figuren und der wichtigen Sequenzen. 

Figur 1 zeigt schematisch die konservierten Bereiche (Homologieboxen) der 
Proteine aus der DEAD-Proteinsuperfamilie. Die Zahlen zwischen den Bereichen 
geben die Abstande in Aminosauren zwischen den Homoboxen an. 

Figur 2 beschreibt schematisch die konservierten Bereiche und deren bekannten 
Funktionen der exprimierten Proteine nach Fuller Pace, F.V. (1994). supra. 

Figur 3A und 38 beschreiben die phylogenetischen Baume von Hc1 und Hc2 und 
stent die evolutionare Beziige her. Die Erstellung dieser Figuren erfolgte mit dem 
Programm: Lasergene (Modul MegAlign 3.1.7) der Firma: DNASTAR Inc.; mit Hilfe 
des Clustai- Algorithmus (Higgins D.G. Sharp P.M., CABIOS (1989), Vol. 5, no.2, 
151-153). 

SEQ ID No. 13 zeigt die Nukieinsauresequenz von Hcl. 

SEQ ID No. 14 zeigt die korrespondierende Aminosauresequenz zu SEQ No. 13. 
SEQ ID No. 15 zeigt die Nukieinsauresequenz von Hc2. 



SEQ ID No. 16 zeigt die korrespondierende Aminosauresequenz zu SEQ No. 15. 
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Die nachfolgenden Beispiele dienen zur naheren Eriauterung der Erfindung, ohne 
dieselbe auf in den Beispielen beschriebenen Produkte und Ausfuhrungsfomien 
einzuschranken. 

Beispiele 

Die praktische Arbeiten, die zur der vorliegenden Erfindung gefiihrt haben, basieren 
in der Hauptsache auf etablierte, bekannte Methoden der Mikrobioiogie, der 
Molekularbiologie und rekombinanter DNA Technologie. 

Beispiel 1 : Kultur von Tetrahymena thermophila 

Tetrahymena thernnophila. Stamm B1 8681V, wurde in PPYS-Medium (10 g/l 
Proteose Pepton Nr.3 DIFCO, 1 g/l Hefeextrakt DIFCO, 10 mg Natriumcitrat, 24.3 
mg FeCIa) 'm 500 ml Kolben angeimpft (100.000 Zellen/ml PPYS) und 2-3 Tage bei 
aS'C und 100-150 rpm inkubiert, bis zu einer Zelldichte von ca. 1 Mio/ml. 

Beispiel 2 : Isoiierung der mRNA 

Aus 200 ml Schuttelkultur von Tetrahymena thennophila, Stamm B 18681V wurde 
nach Chomczynski & Sacchi. (1987) Gesamt-RNA isoliert. Dazu wurden ca. 2 Mio 
Zellen in Gegenwart von Guanidin Thiocyanat / Sarkosyl / beta-Mercaptoethano! 
lysiert. Nach Zugabe von Natriumacetat und Chloroform/lsoamylalkohol/Phenol 
(25:24:1) wird gut gemischt, 15 min auf Eis inkubiert und danach 20 min bei 
lO.OOOxg, 4''C zentrifugiert. Die wassrige Phase wird mit 1 Volumen Isopropanol 
versetzt und mindestens 30 min bei -20''C stehen gelassen. Das RNA Pellet wird 
durch Zentrifugation gewonnen (10 min, lO.OOOxg, 4X). Das Pellet wird noch 
zweimal gewaschen, getrocknet und in DEPC-Wasser aufgenommen. Nach einer 
10 - ISminutigen Inkubation bei 55-60°C kann die RNA bei -80°C aufgehoben 
werden. Aus der Gesamt-RNA wird uber Oligo(dT)-Sepharose (Clontech mRNA 
Separator Kit #K1 040-2) mRNA aufgereinigt 
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Beispiel 3 : Herstellung von cDNA 

Die mRNA wurde nach CLONTECH in cDNA uberschrieben (CapFinder™ PGR 
cDNA Library Construction Kit #K1051-1). 

Beispiel 4: Ampiifizierung spezifische Gen-Fragmente 
Spezifische Gen-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion 
(PGR) amplifiziert. Ein Standard-PGR-Ansatz enthalt 10 mM Tris-HGI, pH 8.3, 50 
mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.001% Gelatine, 75 |jM dNTP, 0.3 ng von jedem Primer, 
0,5 |j| cDNA. 0,5 U Taq Polymerase. Zur Ampiifizierung des Fragmentes Hcl 
wurden die Primer 

(2) 5'-GTTGTAGGnATTGTGTG-3' und 

(3) 5'-AGnGGTTGnGGTAAGAG-3' venwendet, zur Ampiifizierung des Fragmentes 
Hc2 wurden die Primer 

(4) 5'-ATAGAATTGGCnACnAGAGAAnTnGGT-3' und 

(8) 5'-ATAGGATGGGTTGTAGGnATTGTGTG-3' verwendet, wobei n ein beliebiges 
Nukleotid ist. Das PCR-Programm war 5 min 95''G, 95°G/37s - 50°C/37s - 72X/37s 
- 30 Zyklen. 

Beispiel 5: Klonierung und Sequenzierung der Fragments 
Nach PGR wird das PGR-Produkt auf 1%igem Agarosegel aufgetrennt. Die 
spezifischen Fragmente werden ausgeschnitten und mit QIAGEN Gel Extraction Kit 
aufgereinigt. Die gereinigten Fragmente werden direkt zur Klonierung eingesetzt 
(Invitrogen Original TA Cloning Kit #K2000-01). Positive Kione werden in 
Schuttelkultur vermehrt und die Plasmid-DNA mit QIAGEN Maxi-Prep-Kit 
aufgereinigt. Sequenziert wird mit Automated Sequenzer AbiPrism Model 377. 

Rekombinante Expression 

Die Genfragmente Hc1 bzw. Hc2 werden in einen geeigneten Vektor kloniert, 
vorzugsweise pGEX-4T-1 GST-Fusionsvektor (Pharmacia Biotech). Dazu werden ■ 
Hcl und Hc2 mit geeigneten Primem uber PGR aus Tetrahymena thermophila 
cDNA hergestelit. Ein Standard-PGR-Ansatz enthalt 10 mM Tris-HGI, pH 8.3, 
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50 mM KCI. 1.5 mM MgCI2. 0.001% Gelatine, 75 pM dNTP. 0.3 ng von jedem 
Primer. 0.5 pi cDNA, 0,5 U Taq Polymerase. Zur Amplifizierung des Fragmentes 
Hc1 wurden die Primer 

(2A) 5- ATAAGAATGCGGCCGCTGTTCTACCGATTCTGTGAATATA 3" 

(3A) 5' CGC GGATCC TC ACT GGT TCG GGT AAG ACT GCT ACT TTC TCT 3" 

verwendet. zur Amplifizierung des Fragmentes Hc2 wurden die Primer 

(7A) 5- TATAGAATTCCCCACTAGAGAACTCGCTATGC/^ 3' 

(8A) 5' ATAAGAATGCGGCCGCGTTCTACCGATTCTGTGGACATAG 3' ven/vendet. 

Primer (2A) enthalt eine Notl-Schnittstelle, (3A) eine BamHI- Schnittstelle, (7A) eine 

EcoRI- und (8A) ein Notl-Schnittstelle. Das PCR-Programm war 5 min 95X. 

95°C/37s - 50"C/37s - 72°C/37s - 30 Zyklen. 

Die zu klonierenden Fragmente werden uber ein 1%iges Agarosegel aufgereinigt 
(QIAgen Gelextraktion Kit) und die zu klonierenden Enden durch Verdau mit Not! 
und BamHI (Hcl) bzw. EcoRI und NotI (Hc2) vorbereitet. Der Vektor pGEX-4T-1 
wird ebenfalls durch Verdau mit NotI und BamHI (Hcl) bzw. EcoRI und NotI (Hc2) 
vorbereitet. Vektor und Insert werden uber Nacht bei 16°C ligiert. die 
Ligationsansatze werden zur Transformation von kompetenten TOPI OF' (Invitrogen) 
E.coli Zellen eingesetzt. Positive Klone werden gepickt und zur Proteinexpression 
verwendet. Das Konstrukt pGEX-Hcl bzw. pGEX-Hc2 eriaubt die Translation eines 
Fusionsproteins bestehend aus 257 Aminosauren (28,3 kDa) von Hcl bzw. 255 
AminosSuren (28.1 kDa) von Hc2 und Glutathion-S-Transferase (24 kDa) . Das 
Fusionsprotein enthalt alle Homologieboxen (DEAD, SAT....) welche die Mitglieder 
der Proteinfamilie auszeichnen. Zur rekombinanten Proteinexpression wird eine 
Ubernacht-Kultur mit IPTG induziert und das Fusionsprotein aus dem Uberstand im 
Batchverfahren mit Glutathion Sepharose 4B oder iiber eine Glutathlon Sepharose 
4B Saule aufgereinigt. Die Glutathion-S-Transferase wird mit Thrombin gespalten. 
Dazu werden z. B. 100 pg GST-Fusionprotein mit einer Einheit Thrombin Proteinase 
in 1x PBS bei 22°C fur 16 Std. inkubiert. Das Genprodukt von Hcl bzw. Hc2 wird 
uber Gelfiltration abgetrennt, z. B. mit einer Superdex 200 HR 10/30 Saule 
(Pharmacia Biotech). Ais Standard kann der Gel Filtration Chromatography 
Standard von Biorad (Ref. 151-1901) venA/endet werden. 
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Beispiel 6 : ATPase Aktivitat 

Die Aktivitat wird bestimmt wie in der Literatur beschrieben, z.B. nach Jaramillo et 
al,, Mol Cell Biol 1991 1 1:5992; Rozen et aL. Mol Cell Biol 1990 10: 1 134, Ladomery 
M. et al. Nucl. Acid Res. 1997, 25:965-973 Oder Dong F. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
5 USA 1996, 93: 14456-14461 Oder Patent PCT/US97/01614. Nachfolgend wird ein 
konkretes Beispiel beschrieben. Die Reaktionsmischung zur Messung der ATPase 
Aktivitat enthalt 150 mM NaCI, 5 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 20 mM Hepes/KOH, pH 7, 
1 mM Dithiothreitol, ImM PMSF, 10 |jM ATP und 0,2 pi 32P-ATP in einem 
Gesamtvolumen von 50 pL Die Reaktionsmischung wird auf 37 ''C erwarmt und Hcl 
10 bzw. Hc2 wird dazugegeben. Nach 30 min bei 37 X wird die Reaktion durch 
Zugabe von 400 pi 7% Aktivkohle in 50 mM HCI und 5 mM H3P04 gestoppt. Die 
Proben werden gemischt, und 15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Die freigesetzte 
Radioaktivitat wird mit einem Scintillationszahler im Uberstand gemessen. 

15 Beispiel 7 : Helikaseaktivitat 

Die Helikase-Aktivitat von Hcl bzw. Hc2 kann mitteis Dissoziation doppelstrangiger 
RNA verfolgt werden. Das Substrat kann ein beliebiges RNA-Gligomer sein, das an 
einem Strang markiert ist, z.B. mit 32P. Die Reaktionsmischung enthalt in einem 
10 pi Ansatz 32P-markiertes Helikasesubstrat, Hcl bzw. Hc2 in verschiedenen 

20 Konzentrationen, 2 mM ATP, 5 mM Dithiothreitol und 50 pg bovines Serum Albumin 
in 20 mM Tris-HCI. Die Reaktion wird bei 37X uber 30 min durchgefuhrt und durch 
Erhitzen gestoppt. 

Die Reaktionsmischung wird auf ein 16 cm X 18 cm 12% nicht-denaturierendes 
Polyacryamidgel aufgetragen und bei konstanter Stromstarke von 25 mA 
25 aufgetrennt. Das Gel wird unter Vakuum getrocknet und exponiert (z.B, Kodak 
RPXRP-5 Film, -70X). 

Beispiel 8 : Antisense 

Die RNA-Gegenstrange der DNA-Fragmente Hcl , Hc2 Oder von DNA-Sequenzen 
30 die homolog zu Hcl oder Hc2 sind oder Teilsequenzen von Hcl , Hc2 Oder 

Homologen konnen als Antisense-Strange eingesetzt werden. Ubiicherweise wird 
ein Plasmid konstruiert, welches die gewunschte Antisense-Sequenz tragt, sowie 
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Selektionsmarker, z.B. Neomycin, einen Promotor derdie Expression der Antisense- 
RNA kontrolliert und RNA-stabilisierende Sequenzen. Die transizierten Sequenzen 
warden in derZelle transkribiert und das Transkript hybridisiert mit derZiel-DNA. 
Andererseits konnen in vitro synthetisierte Sequenzen auch durch Mikroinjektion in 
die Zelle gebracht werden. 



Denkbar ist auch der Einsatz von Oiigonukleotiden. Diese konnen entweder 
synthetisch hergestellt Oder durch Restriktionsverdau von Hc1. Hc2 Oder Homologen 
generiert werden. Die Oligonukleotide miissen hochrein sein. Dies erreicht man 
durch 2 - 5 maliges Lyophilisieren. Reine Oligonukleotide werden z. B. in HEPES 
gepufferter Saline, pH 7,4 aufgenommen. 

Beispiel 9 : Gensonde zum Auffinden neuer Mitglieder der DEAD-Box-Protein- 
Familie 

Die Fragmente Hc1 und Hc2 werden benutzt, um aus geeigneten Organismen neue 
DEAD-Box-Proteine zu isolieren. Dazu werden die speziflschen Gen-Fragmente mit 
Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) amplifiziert und gleichzeitig mit 
Digoxigenin markiert, nach Boehringer Mannheim PGR DIG Probe Synthesis Kit 
#1636 090. Als Template dient Plasmid-DNA der klonierten Fragmente Hc1 bzw. 
Hc2. Ein PGR-Ansatz enthalt Expand™ High Fidelity Puffer (Boehringer Mannheim 
#1636 090), 200 pM dATP. 200 pM dGTP, 200 pM dGTP. 130 pM dTTP, 70 pM 
DIG-11-dUTP, 0.3 ng von jedem Primer, 100 pg Plasmid-DNA. 2.6 U Taq 
Polymerase. 



Zur Amplifizierung des Fragmentes Hcl wurden die Primer 

(2) 5'-GTTGTACCnATTCTGTG-3' und 

(3) 5'-AGnGGTTGnGGTAAGAC-3' verwendet. zur Amplifizierung des Fragmentes 
Hc2 wurden die Primer 

(4) 5'-ATAGAATTGGGnAGnAGAGAAnTnGGT-3* und 

(8) 5'-ATAGGATCCGTTCTAGCnATTCTGTG-3' verwendet. 

Das PGR-Programm war 5 min 95X, 95°G/37s - 50°G/37s - 72°C/37s - 30 Zyklen. 
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Das PCR-Reaktionsgemisch, das die markierten Fragmente enthalt, wird direkt fiir 
Hybridisierungsversuche eingesetzt. Dazu wird das PCR-Produkt 10 min bei QS^'C 
denaturiert und mit der Hybridisierungslosung DIG Easy Hyb (Boehringer Mannheim 
Ref. 1603558) versetzt (Konz. 2 pl/ml). Mit dieser Hybridsierungslosung werden 
5 cDNA-Banken geeigneter Organismen bei niedriger Stringenz 
(Hybridisierungstennperatur 30 - 50 X) gescreent. 



Beispiel 10: Antikorper 

Rekombinant exprimiertes Protein wird nach einer geeigneten Methode aufgereinigt 
10 und dazu benutzt, urn in einem geeigneten Organismus, z. B. Ratte ober Kaninchen, 
polyklonale Antikorper zu generieren. Dazu wird das Fusionsprotein z. B. zunachst 
uber Glutathion Sepharose und dann uber SDS-PAGE aufgereinigt. Die Bande, die 
das Fusionsprotein enthalt wird aus dem Gel ausgeschnitten, zennahlen und z. B. 
einem Kaninchen oder einer Ratte eingespritzt. Das erhaltenen Antiserum wird uber 
15 eine IgG Saule gegeben, die Antikorper bei niedrigem pH in 1 M Tris-HCI pH 8 

eluiert. Die Antikorper werden gegen 25 mM HEPES pH 7.9, 12 mM MgCI2, 0,5 mM 
EDTA, 2 mM Dithiothreitol, 17% Glycerin, 100 mM KCI dialysiert. 



Beispiel 11: Einsatz der Antikorper zum Isolieren neuer DEAD-Box-Proteine 
20 Die wie im vorstehenden Abschnitt beschrieben erhaltenen Antikorper werden dazu 
venA/endet aus geeigneten Orgnismen neue DEAD-Box Proteine zu isolieren. Dazu 
werden die Antikorper kovalent an eine geeignete Matrix gekoppelt, z.B. Sephadex 
G50 (Phannacia). Mit dem Sephadex werden z.B. Biorad Saulen 1.5 x 10 cm oder 
2.5 X 1 0 cm gepackt und mit 20 ml Puffer A (0.05 M Tris-HCI, 0. 1 5 M NaCI, 0.005 M 
25 EDTA, 0.1% NP40, pH 8.0) equilibriert. Danach werden 3.0 g Protein A-Sepharose 
Beads (Pharmacia CL-4B) auf die Saule gegeben. Uber Nacht bei 4X stehen 
lassen. Die Antikorperlosung wird auf die Saule gegeben und bei 4*^0 mit einer 
FluBrate von --100 ml/h durchtropfen gelassen. Danach wird die Saule mehrmals 
gewaschen: mit 250 ml Puffer A (plus 0.5%NP40), danach mit 125 ml 0.1 M Borat 
30 Puffer, pH 9.0, danach mit 125 ml Borate Puffer pH8.0 , danach mit 125 ml 0.2 M 
Triethanolamine. pH 8.2. Uber Cross-linking wird die Fc-Region des Antikorpers an 
die Protein A-Sepharose gekoppelt. Danach wird die Saule nochmals gewaschen, 
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und zwar einmal mit Puffer B (0.15 M Tris-HCI, 0.15 M NaCI.1 mM EDTA pH 8.0. 
10% Glycerol. 10 % NP^O). einmal mit Puffer C (0.05 M Tris-HCI. 0.5 M LiCI.1 mM 
EDTA, pH 8.0, 10% Glycerol), und einmal mit Puffer D (0.01 M Pipes, 5 mM NaCI, 
1 mM EDTA. pH 8.0. 10% Glycerol). Der nicht gecrosslinkte Antikorper wird mit 
5 Citratpuffer eluiert. Gelagert wird die Saule mit Borate Puffer. pH 8.0 mit 0.02% Na 
N3. 

Um neue DEAD-Box Proteine zu isolieren wird Zelllysat geeigneter Organismen 
auf die Antikdrpersaule gegeben. Die Saule wird mehrmals gewaschen und die 
10 gebundenen Proteine mit einem geeigneten Puffer, z.B. Glycin, pH 3, in Tris-HCI, 
pH 8, eluiert. 

Beispiel 12 : Uberexpression in Nutz-Pflanzen 

Die Genfragmente Hcl und Hc2 konnen heterolog in Nutzpflanzen exprimiert 
15 werden. Der Gentransfer kann beispielsweise uber Agrobacterium tumefacians 
vermittelt werden. Ein typischer A. tumefaciens Vektor (Ti-Plasmid) enthalt einen 
Replikationsursprung (Ori-Agro). der die Replikation in Agrobakterium eriaubt, einen 
Replikationsursprung Ori-E. coli, der die funktionelle Replikation in E. coli 
gewahrleistet. mehrere Resistenzgene , z. B. gegen Kanamycin und Spectinomycin, 
20 Insertionsstellen fiir das Einbringen des Fremdgens und gerichtete T-DNA 

Randsequenzen. die beim Gentransfer die Erkennung von Anfang und Ende des 
Fremdgens gewahrleisten. Mit dem Ti-Plasmid wird A. tumefaciens transformiert. 

Zur Infizierung der Nutzpflanze werden von dieser Blattscheiben gestanzt, die in 
25 eine flache Schale (Petrischale) gelegt werden. AnschiieSend fugt man eine Losung 
von rekombinanten Agrobakterien hinzu und iiberfuhrt nach einigen Minuten die 
Blattscheiben auf ein Medium mit Nahrzellen (z.B. Fiiterpapier). Verwundete Zellen 
an den Randern der Blattscheiben setzen Faktoren frei. die zur Infektion der 
Pflanzenzellen durch das Agrobakterium fuhren. Nach 2-3 Tagen werden die 
30 Blattscheiben auf ein sproSstimulierendes Medium, das ein Antibiotlkum enthalt, 
welches die Agrobakterien abtotet (z. B. Cefotaxim), iiberfuhrt und 2-3 Wochen 
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kultiviert. Die Sprosse werden auf ein wurzelinduzierendes Medium transferiert und 
nach weiteren 2-3 Wochen in Erde eingepfianzt. 

Beispiel 13: Diagnostisciie Sonden 
5 Die Genfragmente Hc1 oder Hc2 Oder homologe Genfragmente oder Teile davon 

(Lange mindestens 20 Basenpaare), die die fiir RNA-Helikasen charai<teristischen 

Homologieboxen enthalten. konnen ais diagnostische Sonden eingesetzt werden. 

Dazu werden die DNA-Fragmente auf einer geeigneten Matrix immobilisiert (z. B. 

Nylonmembran, Chip). Die mRNA eines Patienten wird aufgereinigt und iiber 
10 reverse Transkription. z.B. mit MMLV Reverser Transkriptase, 2 h bei 37''C, in cDNA 

umgeschrieben. Gleichzeitig wird die cDNA markiert, z.B. mit 32P oder Digoxigenin. 

Die cDNA wird in einem geeigneten Hybridisierungspuffer, z.B. DIG EasyHyb 

(Boehringer l^annheim Ref. 1603558) verdunnt und mit der immobilisierten DNA bei 

stringenten Bedingungen hybridisiert. 

15 

Beispiel 14: Selektionsmarker 

Die Genfragmente Hcl und Hc2 konnen als Selektionsmarker in der 
Molekularbiologie eingesetzt werden. Es wurde gezeigt, daS die Uberexpression 
einer RNA-Helikase in Mauszellen, diese tolerant gegen die Substanz Leflunomid 

20 macht (Mullner-Patent). Um Hcl oder Hc2 als Selektionsmarker zu ven^/enden, wird 
ein Expressionsvektor konstruiert, die Hcl oder Hc2 enthalt und ein zu 
exprimierendes Gen. Dabei kann das zu exprimierende Gen neben dem Helikase- 
Gen liegen oder dazuwischen. Mit dem Vektor werden geeignete Wirtszellen 
transformiert (z.B. Klonierung in einen pGEX-Vektor und Einschleusen in E. coli). 

25 Liegt das zu exprimierende Gen neben dem Hc-Gen werden die Transformanden 
bei erfolgreicher Einschleusung des Vektors tolerant gegen Leflunomid. Den Erfolg 
der Ligation muB man z. B. uber Blue-White-Screening iiberprufen. Liegt das zu 
exprimierende Gen in dem Hc-Gen wird das Hc-Gen bei erfolgreicher Ligation 
zerstdrt und die Transformanden verlieren bei erfolgreicher Einschleusung des 

30 Vektors ihre Toleranz gegen Leflunomid. 
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1 . Nukleinsaure kodierend fur eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID No. 13 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon 

5 mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID No. 13 Teil des Anspruchs ist. 

2. Nukleinsaure kodierend fur eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID No. 15 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon 
mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID No. 15 Teil des Anspruchs ist, 

10 

3. Nukleinsauren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daU die 
Nukleinsauren eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige DNA 
ist. 

15 4. Nukleinsauren nach Anspruch 1 bis 3 erhaltlich aus Ciliaten. 

5. Nukleinsauren nach Anspruch 4 erhaltlich aus Tetrahymena thermophila. 

6. DNA und RNA-Antisensestrang erhaltlich aus Nukleinsauren gemaS Anspruch 1 
20 bis 5. 

7. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daQ> 
die Nukleinsaure in einem Vektor. vorzugsweise in einem Expressionsvektor 
Oder gentherapeutisch wirksamen Vektor, enthalten ist. 

25 

8. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, dali die Nukleinsaure chemisch synthetisiert oder 
anhand einer Sonde aus einer Genbank isoliert wird. 

30 9. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaR SEQ ID No. 14 oder eine 

funktionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren, 
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29 

10. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No. 16 oder eine 
funktionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB Anspruch 9 oder 10. 

5 dadurch gekennzeichnet, daG eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 
bis 6 in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert wird. 

12. Antikorper gegen ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10. 

10 13. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers gemaS Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Saugetier mit einem Polypeptid gemaB Anspruch 9 
Oder 10 immunisiert und gegebenenfalls die entstandenen Antikorper isoliert 
werden. 

15 14. Arzneimittel enthaltend eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 bis 6 
Oder ein Polypeptid gemaS Anspruch 9 oder 10 und gegebenenfalls 
pharmazeutisch annehmbare Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs, 
20 Autoimmunkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide 
Arthritis, Alzheimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ I 
Allergien oder Typ IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute 
und chronische Infektionskrankheiten und/oder Diabetis und / oder zur 
Beeinflussung des Zeilmetabolismus, insbesondere bei der Immunsuppression, 
25 vor allem bei Transplantationen und/oder Erbkrankheiten, insbesondere Werner 
Syndrom, Bloom Syndrom, Xeroderma pigmentosa, Bindegewebskrankheiten, 
dadurch gekennzeichnet, daS eine Nukleinsaure gemaU einem der Anspruche 
1-6 Oder ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10 oder Antikorper gemali 
Anspruch 12 mit einem pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und / oder 
30 Hilfsstoff formuliert wird. 
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16. Diagnostikum enthaltend eine Nukleinsaure gemaU einem der Anspruche 1-6 
Oder ein Polypeptid gemafi Anspruch 9 Oder 10 oder Antikorper gemaB 
Anspruch 12 und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 

17. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Krebs, 
Autoimmunkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide 
Arthritis. Alzheimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurbdermitis, Typ I 
Allergien oder Typ IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute 
und chronische Infektionskrankheiten und / oder Diabetis und/oder zur Analyse 
des Zellmetabolismus, insbesondere des Imnnunstatus, vor allem bei 
Transplantationen und / oder zur Analyse von Erbkrankheiten, insbesondere 
Werner Syndrom, Bloom Syndrom, Xeroderma pigmentosa, 
Bindegewebskrankheiten, dadurch gekennzeichnet, daS eine Nukleinsaure 
gemaC einem der Anspruche 1 - 6 oder ein Polypeptid gemaS Anspruch 9 oder 
10 Oder Antikorper gemaS Anspruch 12 mit einem phannazeutisch 
annehmbaren Trager versetzt wird. 

18. Test zur Identifizierung von funktionellen Interaktoren enthaltend eine 
Nukleinsaure gemali einem der Anspruche 1 - 6 oder ein Polypeptid gemaB 
Anspruch 9 oder 1 0 oder Antikorper gemaG Anspruch 1 2 und gegebenenfalls 
geeignete Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 

19. Venrt/endung einer Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 1 - 6 oder eines 
Poiypeptids gemaS Anspruch 9 oder 1 0 zur Identifizierung funktioneller 
Interaktoren. 

20. Verwendung einer Nukleinsaure gemaG einem der Anspruche 1 - 6 zum 
Auffinden von Varianten der RNA-Helikase, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Genbank mit der genannten Nukleinsaure abgesucht und die gefundene 
Variante isoliert wird. 
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21. Verwendung der Nukleinsauren gemaB einem der Anspruche 1 
Polypeptids gemaB Anspruch 9 oder 10 zur Beeinflussung der 
Proteinbiosynthese. 

22. Verwendung der Nukleinsauren und Polypeptide gemaS Anspruch 21 zur 
Hemmung der Degradation der mRNA und / oder Stimulation der Degradation 
der mRNA und / oder Stabilisierung von mRNA. 

23. Verwendung der Nukleinsauren und Polypeptide nach Anspruch 21 zur 
heterologen Expression in Nutzpflanzen. 

24. Verwendung der Nukleinsauren gemaS einem der Anspruche 1 - 6 oder eines 
Polypeptids gemaS Anspruch 9 oder 10 als Selektionsmarker in der 
Molekularbiologie. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



1 



PCT/EP99/04892 



<110> Aventis Research & Technologies Deutschland GmbH & Co KG 

<120> Neue Gene der DEAD Box Protein-Familie, deren 

Expressionsprodukte und Verwendung 
<150> D£ 198 20 608.9 

<151> 1998-07-22 
<160> 16 



<210> 1 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 1 

GTTCTACCAT TCTGTG 1^ 



<210> 2 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 2 

ACGGTTCGGT AAGAC 15 



<210> 3 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 3 

ATAGAATTCC CACAGAGAAT GCT 23 



<210> 4 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 
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<400> 4 



2 



PCT/EP99/04892 



ATAGGATCCG TTCTACCATT CTGTG 25 

<210> 5 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 5 

ATAAGAATGC GGCCGCTGTT CTACCGATTC TGTGAATATA 40 



<210> 6 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 6 

CGCGGATCCT CACTGGTTCG GGTAAGACTG CTACTTTCTC T 41 



<210> 


7 


<211> 


41 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificiel sequence 


<220> 




<223> 


cDNA 


<400> 


7 


CGCGGATCCT CACTGGTTCG GGTAAGACTG 


<210> 


8 


<211> 


40 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificiel sequence 


<220> 




<223> 


cDNA 


<400> 


8 



41 



ATAAGAATGC GGCCGCGTTC TACCGATTCT GTGGACATAG 



40 
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<210> 9 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 9 

GTTCTACCAT TCTGTG 16 



<210> 10 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 



15 



<400> 10 
ACGGTTCGGT AAGAC 

<210> 11 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 11 

ATAGAATTCC CACAGAGAAT GCT 23 

<210> 12 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Artificiel sequence 
<220> 

<223> cDNA 

<400> 12 

ATAGGATCCG TTCTACCATT CTGTG 25 



<210> 13 

<211> 771 

<212> DNA 

<213> Tetrahymena thermophiia 
<220> 

<223> cDNA 
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4 

<400> 13 

CCCACTAGAG AACTCGCTAT GCAAATCGAA AGAGAGTCCG AAAGATTTGG TAAATCCTCT 60 

AAGCTTAAAT GTGCTTGTAT CTATGGTGGT GCTGACAAAT ACTCCTAAAG AGCACTTCTC 120 

CAATAAGGTG TAGATGTAGT TATTGCTACT CCTGGTAGAC TTATTGACTT TTTAGAAAGT 180 

GAAACTACTA CTTTACGTAG AGTTACTTAT CTCGTATTAG ATGAAGCAGA TAGAATGTTA 24 0 

GATATGGGTT TTGAAATTTA AATTAGAAAA ATCTTGGGTT AAATTAGACC TGATCGTTAA 300 

ACATTGATGT TTTCTGCTAC CTGGCCTAAG AATGTTTAGA ATCTTGCTTA AGATTATTGC 360 

AAGAATACTC CCGTTTATGT TCAAATCGGA AAACATGAAT TAGCTATTAA CGAAAGAATT 420 

TiAATAAATTG TTTATGTTAC AGATCAATCA AAGAAAATCA ATCAACTTAT CAAGCAATTA 4 80 

GATTGTTTGA CTTAGAAAGA TAAAGTATTG ATTTTCGCTT AAACAAAGAA GGGATGTGAA 54 0 

AGCATGAGTC GTATTTTGAA TAAAGAAGGA TTTAAGTGTC TTGCTATCCA TGGTGACAAA 600 

GCCTAAAAAG ACAGAGACTA TGTTATGAAC AAGTTCAAAA GCGGAGAATG CAGAATCCTT 660 

ATTGCTACAG ACGTAGCCAG TAGAGGTTTG GATGTTAAGG ATGTCTCCCA CGTATTTAAT 720 

TACGATTTCC CAAAGGTTAT GGAAGACTAT GTCCACAGAA TCGGTAGAAC G 771 



<210> 14 

<211> 257 

<212> Protein 

<213> Tetrahymena thermophila 
<220> 

<223> PRT 

<400> 14 



Pro Thr Arg Glu Leu Ala Met Gin He Giu Arg Glu Ser Glu Arg Phe 
15 10 15 

Gly Lys Ser Ser Lys Leu Lys Cys Ala Cys He Tyr Gly Gly Ala Asp 
20 25 30 

Lys Tyr Ser Gin Arg Ala Leu Leu Gin Gin Gly Val Asp Val Val He 
35 40 45 

Ala Thr Pro Gly Arg Leu lie Asp Phe Leu Glu Ser Glu Thr Thr Thr 
50 55 60 

Leu Arg Arg Val Thr Tyr Leu Val Leu Asp Glu Ala Asp Arg Met Leu 
65 70 75 80 

Asp Met Gly Phe Glu He Gin He Arg Lys He Leu Gly Gin He Arg 
85 90 95 



Pro Asp Arg Gin Thr Leu Met Phe Ser Ala Thr Trp Pro Lys Asn Val 
100 105 110 
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Gin Asn Leu Ala Gin Asp Tyr Cys Lys Asn Thr Pro Val Tyr Val Gin 
115 120 125 

lie Gly Lys His Glu Leu Ala lie Asn Glu Arg lie Lys Gin lie Val 
130 135 140 

Tyr Val Thr Asp Gin Ser Lys Lys He Asn Gin Leu He Lys Gin Leu 
145 150 V 

Asp Cys Leu Thr Gin Lys Asp- Lys Val Leu He Phe Ala Gin Thr Lys 
165 170 175 

Lys Gly Cys Glu Ser Met Ser Arg He Leu Asn Lys Glu Gly Phe Lys 
180 185 190 

Cys Leu Ala He His Gly Asp Lys Ala Gin Lys Asp Arg Asp Tyr Val 
195 200 205 

Met Asn Lys Phe Lys Ser Gly Glu Cys Arg He Leu He Ala Thr Asp 
210 215 220 

Val Ala Ser Arg Gly Leu Asp Val Lys Asp Val Ser His Val Phe Asn 
225 230 235 240 

Tyr Asp Phe Pro Lys Val Met Glu Asp Tyr Val His Arg He Gly Arg 
245 250 255 

Thr 



<210> 15 
<211> 765 
<212> DNA 

<213> Tetrahymena thermophila 

<220> 

<223> cDNA 
<400> 15 

CCCACCAGAG AATTAGCCCA ATAAACTATC ACCGTTATTA TGTACTTAGG TGAATTCTTG 60 
AAGGTCTCCG CCTATGCTTG CACTGGTGGT ACTGATCCCA AGGAAGATAG AAAGAGATTA 120 
AGAGAAGGTG TCCAAGTCGT TGTTGGTACC CCTGGTAGAG TTTTGGATTT AATCTAAAAG 180 
AAGACTTTAG TCACCGATCA CTTAAAATTA TTCATTTTGG ACGAAGCCGA TGAAATGTTA 240 
GGAAGAGGTT TCAAGGATCA AATTAACAAA ATCTTCTAAA ACTTACCCCA CGATATCTAG 300 
GTTGCTCTTT TCTCTGCTAC CATGGCTCCC GAAATTCTTG AAATTACCAA GTAATTTATG 360 
AGAGACCCCG CTACTATCCT TGTCAAGAAT GATGACTTGA CTTTGGACGG TATTAAATAA 420 
TTCTACATCG CCTTAGATAA GGAAGAATGG AAGTTTGACA CCTTAGTCGA ATTATACAAT 480 
AACATCGAAA TCGCTTAAGC TATTATCTAT TGCAACACCA AGAAGAGAGT CGATGAATTA 540 
AGAGACAAGC TTATTGAAAA GAATATGACC GTCTCTGCTA TGCACGGTGA AATGGACCAA 600 
TAAAACAGAG ATCTTATTAT GAAGGAATTC AGAACCGGTA CCTCCAGAGT TCTTATCACT 660 
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ACTGATTTGC TCTCCAGAGG TATTGATATC CATCAAGTCA ACTTGGTTAT CAACTACGAC 72 0 

TTACCCCTTA AGAAGGAATG TTATATTCAC AGAATCGGTA GAACA 765 



<210> 16 

<211> 255 

<212> Protein 

<213> Tetrahymena thermophila 
<220> 

<223> PRT 

<400> 16 



Pro Thr Arg Glu Leu Ala Gin Gin Thr lie Thr Val He Met Tyr Leu 
1 5 10 15 

Gly Glu Phe Leu Lys Val Ser Ala Tyr Ala Cys Thr Gly Gly Thr Asp 
20 25 30 

Pro Lys Glu Asp Arg Lys Arg Leu Arg Glu Gly Val Gin Val Val Val 
35 40 45 

Gly Thr Pro Gly Arg Val Leu Asp Leu He Gin Lys Lys Thr Leu Val 
50 55 60 

Thr Asp His Leu Lys Leu Phe He Leu Asp Glu Ala Asp Glu Met Leu 
65 70 75 80 

Gly Arg Gly Phe Lys Asp Gin He Asn Lys He Phe Gin Asn Leu Pro 
85 90 95 

His Asp He Gin Val Ala Leu Phe Ser Ala Thr Met Ala Pro Glu He 
100 105 110 

Leu Glu He Thr Lys Gin Phe Met Arg Asp Pro Ala Thr He Leu Val 
115 120 125 

Lys Asn Asp Asp Leu Thr Leu Asp Gly He Lys Gin Phe Tyr He Ala 
130 135 140 

Leu Asp Lys Glu Glu Trp Lys Phe Asp Thr Leu Val Glu Leu Tyr Asn 
145 150 155 160 

Asn He Glu He Ala Gin Ala He He Tyr Cys Asn Thr Lys Lys Arg 
165 170 175 

Val Asp Glu Leu Arg Asp Lys Leu He Glu Lys Asn Met Thr Val Ser 
180 185 190 

Ala Met His Gly Glu Met Asp Gin Gin Asn Arg Asp Leu He Met Lys 
195 200 205 

Glu Phe Arg Thr Gly Thr Ser Arg Val Leu He Thr Thr Asp Leu Leu 
210 215 220 

Ser Gly Gly He Asp He His Gin Val Asn Leu Val He Asn Tyr Asp 
225 230 235 240 

Leu Pro Leu Lys Lys Glu Cys Tyr He His Arg He Gly Arg Thr 
245 250 255 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



tnten tnaies Aktenzetchen 



PCT/EP 99/04892 

A. KLASSIFIZIERUNC OES ANMELOUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 C12N15/61 C12N15/82 C12N9/90 C07K16/40 C12Q1/68 
A61K31/713 A61K38/52 GQ1N33/573 



Naeh dcr Inteniationaien PatentKtaMrfikation flPK) Oder nach der nationalen Klaastfikaiton und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Reeherchiertsr MindestprlifBtoff (Klaasifikationssyfttem und Klassifikationatymbale } 

IPK 7 C12N C07K C12Q A61K GOIN 



Recherchterte aoer nicht zum MtndestprlJtstoft gehorende Verdftentlichungen, sowett diete unter die recherchterten Gebiete fallen 



VVahrend der intemaUonaten Recherche konsuhierte elektronische Daienbank (Name der Oatentaank und evtJ. verwendele Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone' 



Bezeiennung der Veraffentlichung, sowett erforderiich unter Angabe der in Betraeht kommenden Teile 



Betr. Ansprueh Nr. 



"Schizosaccharomyces pombe p58 protein; 
p68 gene; RNA helicase" 
EMBL SEQUENCE DATABASE, 
19. April 1991 (1991-G4-19) , XP0G2121699 
Cambridge, UK 

Accession nos. Emfun.X52648; Pir2:S14G48 
& R.D. IGGO ET AL.: '^p68 RNA helicase: 
Identification of a nucleolar form and 
cloning of related genes containing a 
conserved intron in yeasts" 
MOL. CELL. BIOL., 

Bd. 11, Nr. 3, Marz 1991 (1991-03), Seiten 
1326-1333, 

ASM WASHINGTON, DC, US 



I, 3.6-9, 

II, 12 



^ Weitere Verflftentlichungen tind der Fortsetzung von retd C 2u 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamtiie 



* Besondeie Kategonen von angegebenen VarOffendtchungsn 

'A* Veroffentlrcnung, die den allgemeinen Stand der TechniK definiert, 
aber nicht als besonderm bedeutaam anzusanen tst 

'E* atterefi Ookument, daa jedoch er«t am Oder nach dem intemationalen 
Anmekledatum verdffentlicht worden ist 

V Verflffantllchung, die geeignetist, einen PrioritAlaanapruch zweif elhaft er- 
soheinen zu tatsen. oder durch die das Verflftentlichungsdatum emer 
anderen tm Recherchenbericht genannten VerOffentlichung beiegt werden 
soil Oder die aus etnem anderen betonderen Grund angegeben tst (wie 
auigeflihrt) 

0* VerOffentlichung. die sich auf eine mUndiiche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auiatellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

P* Verbftenttichung, die vor dam inteinationaien Anmeldedatum. aber nach 
dem beansoruchten Pnontatadatum veroftentticht woraen ist 



*T* SpOtere VerOffentlichung, die nach dem tntema&onalen Anmatdedatum 
Oder dem Prtontfttsdatum verOtfentlicht worden i»t und mit der 
Anmctdung nicht Kollidiert. aondem nur zum Verstandnia des der 
Effindung zugiundeliegenden Prinzipa oder der ihr zugnindeliegenden 
Theone angegetien ist 

•X" VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser VerOffentlichung nicht ais neu oder auf 
ertinderiaeher Tdtigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y' VerOffentlichung von beaonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
konn ntoht ais auf erfindemeher TAtigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die VerOffentlichung mit einer ooer menreren anderen 
VerOtfentlichungen dieser Katsgone in Verbtndung gebracht wird und 
diese Vertundung fur einen Fachmann naheJtegend ist 

*&* VerOffentlrchung , die Mttgbed deraelben Patentfamitte ist 
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Betr. Anaprucn Nr. 



"Human DEAD-box protein p72" 
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5. Oktober 1996 (1996-10-05), XPOO212170O 
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Accession nos. : Etnhuiii4.U59321; 
Pir2:S72367; 

& G.M. LAMM ET AL. : "p72: a human nuclear 

DEAD box protein highly related to p68" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

Bd..24. Nr. 19, 1996, Seiten 3739-3747. 

IRL PRESS LIMITED. OXFORD, ENGLAND 

das ganze Ookument 

"A. thaliana mRNA for eucaryotic 
translation initaiation factor 4A-2" 
EMBL SEQUENCE DATABASE, 
20. November 1992 (1992-11-20), 
XP002121701 
Cambridge, UK 

Accession nos. : Empln.X65053; Pir2:Jcl453- 
& A.M. METZ ET AL. : "Sequences for two ' 
cDNAs encoding Arabisopsis thaliana 
eucaryotic protein synthesis initiation 
factor 4A" 
GENE, 

Bd. 120, 1992, Seiten 313-314, 
ELSEVIER SCIENCE 
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das ganze Dokument 
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Cambridge, UK 
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NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Bd. 19, Nr. 20, 1991, Seiten 5491-5496. 
IRL PRESS LIMITED, OXFORD. ENGLAND 
das ganze Dokument 

Z.J. LORKOVIC ET AL. : •'PRH75, a new 
nucleus-localized member of the DEAD-box 
protein family from higher plants" 
MOL. CELL. BIOL., 

Bd. 17, Nr. 4, April 1997 (1997-04), 
Seiten 2257-2265, XPOO2121703 
ASM WASHINGTON, DC, US 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



I, 3,6-9, 
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2,3,6-8, 
10-12 
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Kote^one* Bezeicnnung oer Verottentfachung, aowett ertordertich unter Angaoe oer tn Betracnt Kommenoen TerKe 



B«r. Anspnjcfi Nr. 



S.P. MARGOSSIAN AND R.A. BUTOW: "RNA 

turnover and the control of mitochondrial 

gene expression" 

TRENDS IN BIOCHEMICAL SCIENCES, 

Bd. 21, Nr. 10, Oktober 1996 (1995-10), 

Seiten 392-396, XP002121704 

ELSEVIER, AMSTERDAM, NL 

das ganze Dokument 

DE 195 45 126 A (HOECHST AG) 
5. Juni 1997 (1997-06-05) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 
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fn .laitonaies Awenzeicnen 
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Pe. , .e.en..n.en pen .nsp^Cen. ..e s.cn a. n.C, .ecne.cn.e.oar en .a^n ,.o„se..n, von p i;;;;;;7i;;7i;;;r TI 

Gc.an An,Ke, , 7,2,,, .... ^us ,o.,en.en O.Oncen ,0, ^....,e A„s„.„e .e.„ Rec.ercnenoonC. e..e«.: ' 

1 i' X I Ansoniche Nr 

wett sie sicn auf Gegenstanae bezienen. zu aeren Recheren*. r,.^ 

, Hechercne oie Behoroe n.cni verpfiichtet ist. namlich 

in soweit sich die Anspruche 21 22 und ?^ ^..^ i. ^ ^ 

menschlichen/tienschen Kdrpers bez^PhJ ^"^^^ ^ ^erf ahren zur Behandlung des 

2. i I Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Tetle der iniernationalen Anmetdunq Deziehen d.o 

dafl e.ne srnnvoUe miemat.onaie Rechercne n.chi aurcngefuhrt wLrtJLn Ka^^^^ Anforcerungen so wen.g entsprechen. 



3. I { Anspniche Nr 

we., es s,cn oaoe. um aohangrge Ansoruche nanoelt. o,e n.en, entsorecnend Satz 2 und -» ^ - , - . 

" ucnena aatz 2 und 3 oer negel o 4 ai aogefaBl sind 

Feld II BemerKungen oe, mangelnder Einheitlich ke.t der Ertnaung (Fonsst 
Die Internationale neeherchenoehofde hat festgestelll. daB i 



stzung von Punk! 3 auf Blan 1 ) 
> d,ese .nternauonaie Anmetdiing menrere £rfindungen enthait. 



1 Da der Anmeider alte erforaeriichen zusatyfirnon eia^r^^, 

^ .nternat.ona.e Recnercnenoer.crit auf alle recnercmemfren A^^^^^^^ recntzea.g entnchtet hat. ersrrecKt s.ch a.eaer 

Da fur alte recnercnreroaren Ansoruche die Hecnercne onno or. a 

zusatzhcne Recnercnengecxmr gerechtfen.gt hatte. nax a,e 6eh7rSe n?cm^^"^ ciurcngefunn weraen Konnie. aer erne 

« ue ntcnt z.ir canning emer soicnen Geixmr aufgeforoen 

3. Pj Da aer Anmeider nur erntge aer erfordert.chen zusatzfichen Rechercn^nr^oK-^, 

nnernationale Recherciienoencht nur auf d,e Anspruche ICr dfe GeS" '^-'^^ entnchtet hat. er^treckt sich dieser 

Anspruche Nr. ^ '"'^ ^eouhren entnchtet woraen sind. namiich auf die 



I ^er Anmeider hat dte ertorderiichen zusatzlichen Re^f^h^r^n.. 

cnenpencht bescnrankt s.cn daher auf d.e'n aen An^^^^^^^ '^-^^'''^ -^ernat.onale Recher- 

*3ftt ^" erwahnte crfmaung. oiese ist .n fofgenden Anspnichen er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs 



n] 0.e zusatzhchen Gebuhren wurden vom Anmeider unter W.dersorucn gezahll 
I ! ^^'""9 zusatzl.cner Recnercnengeounren erfoigle ohne Widerspruch. 
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TTiis international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2Ka ) for the fol lowing reasons: 

1. Claims Nos.: 

' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

In so far as Claims Nos. 21, 22 and 23 relate to a method for treatment of the human/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 

2. j I aaimsNos^ 

because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. [~| Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box n Observations where unity of Invention is lacking (ConUnuation of ium 2 of Urst sheet) 
This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. [_] As ail required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Asallscarchableclaimsoouldbesearchedwiibouteffort justifyinganadditional fee,this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. Q As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those clamis for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



^- ^® required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search repon is 

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



□ 
□ 
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The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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wo 00/05388 28 PCT/EP99/04892 

- Patent claims 

1 . A nucleic acid coding for an RNA helicase having an amino acid 
sequence depicted in SEQ ID No. 13 or a functional variant thereof, 

5 and parts thereof having at least 8 nucleotides, SEQ ID No. 13 being 

part of the claim. 

2. A nucleic acid coding for an RNA helicase having an amino acid 
sequence depicted in SEQ ID No. 15 or a functional variant thereof, 

10 and parts thereof having at least 8 nucleotides, SEQ ID No. 15 being 

part of the claim. 

3. A nucleic acid as claimed in claim 1 and 2, wherein the nucleic acid is 
a DNA or RNA, preferably a double-stranded DMA. 



15 



20 



4. A nucleic acid as claimed in claim 1 to 3 and obtainable from ciiiates. 

5. A nucleic acid as claimed in claim 4 and obtainable from Tetrahymena 
thermophila. 

6. A DNA antisense strand and an RNA antisense strand obtainable 
from nucleic acids as claimed in claim 1 to 5. 



7. A nucleic acid as claimed in one of claims 1 to 6, wherein the nucleic 
25 acid is included in a vector, preferably in an expression vector or a 

vector effective for gene therapy. 

8. A method for preparing a nucleic acid as claimed in one of claims 

1 - 6, wherein the nucleic acid is chemically synthesized or isolated 
30 from a gene library using a probe. 



9. 



A polypeptide having an amino acid sequence depicted in SEQ ID No. 
14 or a functional variant thereof, and parts thereof having at least 6 
amino acids. 



• wo 00/05388 29 PCT/EP99/04892 

10. A polypeptide having an amino acid sequence depicted in SEQ ID 
^ No. 16 or a functional variant thereof, and parts thereof having at 

least 6 amino acids. 

11. A method for preparing a polypeptide as claimed in claim 9 or 1 0, 
which comprises expressing a nucleic acid as claimed in one of 
claims 1 to 6 in a suitable host cell. 



12. An antibody against a polypeptide as claimed in claim 9 or 10. 

10 

13. A method for producing an antibody as claimed in claim 12. which 
comprises immunizing a mammal with a polypeptide as claimed in 
claim 9 or 10 and, where appropriate, isolating the generated 
antibodies. 

15 

14. A pharmaceutical comprising a nucleic acid as claimed in one of 
claims 1 to 6 or a polypeptide as claimed in claim 9 or 10 and, where 
appropriate, pharmaceutically acceptable additives and/or 
excipients. 

20 

1 5. A process for producing a pharmaceutical for treating cancer, 
autoimmune diseases, in particular multiple sclerosis or rheumatoid 
arthritis, Alzheimer's disease, allergies, in particular neurodermatitis, 
type I allergies or type IV allergies, arthrosis, atherosclerosis, 

25 osteoporosis, acute and chronic infectious diseases and/or diabetes, 

and/or for affecting the cell metabolism, in particular in association 
with immunosuppression, especially in association with transplants 
and/or genetic diseases, in particular Werner's syndrome, Bloom's 
syndrome, xeroderma pigmentosa and connective tissue diseases, 

30 which comprises formulating a nucleic acid as claimed in one of 

claims 1-6 or a polypeptide as claimed in claim 9 or 10 or an 
antibody as claimed in claim 12 together with a pharmaceutically 
acceptable additive and/or excipient. 



0) 



^WO 00/05388 30 PCT/EP99/04892 

1 6. A diagnostic agent comprising a nucleic acid as claimed in one of 
claims 1-6 or a polypeptide as claimed in claim 9 or 10 or an 
antibody as claimed in claim 12 and, where appropriate, suitable 
additives and/or excipients. 

5 

1 7. A process for preparing a diagnostic agent for diagnosing cancer, 
autoimmune diseases, in particular multiple sclerosis or rheumatoid 
arthritis, Alzheimer's disease, allergies, in particular neurodermatitis, 
type I allergies or type IV allergies, arthrosis, atherosclerosis, 

1 0 osteoporosis, acute and chronic infectious diseases and/or diabetes, 

and/or for analyzing the cell metabolism, in particular the immune 
status, especially in association with transplants, and/or for 
analyzing genetic diseases, in particular Werner's syndrome, 
Bloom's syndrome, xeroderma pigmentosa and connective tissue 

1 5 diseases, which comprises adding a pharmaceutically acceptable 

carrier to a nucleic acid as claimed in one of claims 1 -6 or a 
polypeptide as claimed in claim 9 or 10 or an antibody as claimed in 
claim 12. 



20 1 8. An assay for identifying functional interactors, which comprises a 
nucleic acid as claimed in one of claims 1-6 or a polypeptide as 
claimed in claim 9 or 10 or an antibody as claimed in claim 12 and, 
where appropriate, suitable additives and/or excipients. 

25 1 9. The use of a nucleic acid as claimed in one of claims 1 -6 or of a 
polypeptide as claimed in claim 9 or 10 for identifying functional 
interactors. 



20. 

30 



The use of a nucleic acid as claimed in one of claims 1-6 for 
detecting variants of RNA helicase, which comprises screening a 
gene library using said nucleic acid and isolating the variant found. 



(USITO) 



00/05388 31 PCT/EP99/04892 

21 . The use of the nucleic acids as claimed in one of claims 1 -6 or of a 
polypeptide as claimed in claim 9 or 10 for affecting protein 
biosynthesis. 

22. The use of the nucleic acids and polypeptides as claimed in claim 21 
for inhibiting mRNA degradation and/or stimulating mRNA 
degradation and/or stabilizing mRNA. 

23. The use of the nucleic acids and polypeptides as claimed in claim 21 
for heterologous expression in useful plants. 

24. The use of the nucleic acids as claimed in one of claims 1-6 or of a 
polypeptide as claimed in claim 9 or 10 as selection markers in 
molecular biology. 



10 



09/743494 

28 EP 009904892 



Patent claims JG07 Rec'd PCT/PTO 1 0 JAN i 



A nucleic acid coding for an RNA helicase having an amino acid 
sequence depicted in SEQ ID No. 14 or functional variants thereof, 
and parts thereof having at least 20 nucleotides, SEQ ID No. 13 being 
part of the claim and functional variants being proteins having a 
sequence homology of at least 70% or proteins having deletions of up 
to 60 amino acids or fusion proteins which comprise the amino acid 
sequence of SEQ ID No. 14. 



2. A nucleic acid coding for an RNA helicase having an amino acid 
sequence depicted in SEQ ID No. 16 or functional variants thereof, 
and parts thereof having at least 20 nucleotides, SEQ ID No. 15 being 
part of the claim and functional variants being proteins having a 

15 sequence homology of at least 70% or proteins having deletions of up 

to 60 amino acids or fusion proteins which comprise the amino acid 
sequence of SEQ ID No. 16. 

3. A nucleic acid as claimed in claim 1 and 2, wherein the nucleic acid is 
20 a DNA or RNA, preferably a double-stranded DNA. 

4. A nucleic acid as claimed in claim 1 to 3 and obtainable from ciliates. 

5. A nucleic acid as claimed in claim 4 and obtainable from Tetrahymena 
25 thermophila. 

6. A DNA antisense strand and an RNA antisense strand obtainable 
from nucleic acids as claimed in claim 1 to 5. 

30 7. A nucleic acid as claimed in one of claims 1 to 6, wherein the nucleic 
acid is included in a vector, preferably in an expression vector or a 
vector effective for gene therapy. 

8. A method for preparing a nucleic acid as claimed in one of claims 
35 1-6, wherein the nucleic acid is chemically synthesized or isolated 

from a gene library using a probe. 
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Abstract 



Novel genes of the DEAD box protein family, their expression products and 
use 

5 

The present invention relates to the preparation of two novel nucleic acids 
- Hcl and Hc2 - which are homologous to known DEAD box proteins, 
which correspond to RNA helicases, and which can be obtained from 
ciliates. 

10 

The invention also relates to the insertion of the novel nucleic acids into 
suitable target cells using recombinant DNA technologies, and to the use 
thereof for regulating transcription and translation. 

15 In addition, the invention relates to the in-vitro or in-vivo transcription of the 
novel nucleic acids for producing novel proteins and to the use thereof in 
treatment and diagnosis. 
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- Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 


International application No. 
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Intemational filing date (day/month/year) Priority date {day/month/year) 
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International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
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Applicant ' " 
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„.....xauuuai ^iciinunary cxaminaiion repon nas been prepared by this Intemational Preliminary Examinine 
Authonty and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT consists of a total of 10 sheets, including this cover sheet. 

^ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Kule /U. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 5 sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 



Certain defects in the intemational application 
Certain observations on the intemational application 
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VI 
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VII 
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Date of submission of the demand 
^ 11 January 2000(11.01.00) 


Date of completion of this report 

06 October 2000 (06.10.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



international application No. 

PCT/EP99/04892 



I. Basis of the rep rt 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contmn amendments.): 

the international application as originally filed. 

I I the description, pages 1:27 , as originally filed, 

, filed with the demand, 



[ I the claims, 



pages . 
pages , 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



1,3-24 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

. , filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



07 June 2000 (07.06.2000^ 
17 August 2000 (17.08.2000^ 



I I the drawings, sheets/fig , 
sheets/fig , 
sheets/fig , 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

I I the claims, 



Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



rn This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



Citations and explanations 

See supplemental box 



7-24 



1-6 



9-13 



7-8, 14-24 



1-20, 23-24 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



j^H I^Hiational application No. 

i*reHmi 



INTERNATIONAL PRfiBfMlNARY EXAMINATION REPORT 



PCT/EP 99/04892 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fullv 
supported by the description, are made: ^ 



See supplemental box 
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Continuation of: Boxes I, IV. 3, V.2 & VIII 



The present application describes two new proteins, 
Hcl and Hc2, which belong the group of DEAD-box 
proteins, nucleic acids that code for these 
proteins and possible applications of these 
proteins and nucleic acids. 



Consequently, the designation ^^Hcl" relates to the 
protein with an amino acid sequence as per SEQ ID 
14 or to a nucleic acid sequence as per SEQ ID 13. 
Similarly, the designation ''Hc2" relates to a 
protein as per amino and nucleic acid sequences SEQ 
ID 16 and SEQ ID 15, respectively. 



Re. Box I 

Basis of the report 



The amended claims filed on the 19 August 2000 
(with the letter dated 17 August 2000) were taken 
as the basis for this examination report. 

However, Claim 2 was not acknowledged to be valid, 
since it claims "nucleic acids...and parts thereof 
with at least 25 nucleotides...". (However, the 
description of the amended claims in the covering 
letter refers to ^'22 nucleotides"). 



Nevertheless, this lacks foundation in the 
description, since the passage of text from the 
description cited in the covering letter (page 6, 
line 15) describes "a nucleic acid comprising at 
least approximately 20 nucleotides". 
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Continuation of: Boxes I, IV. 3, V.2 & VIII 



Consequently, the Claim 2 submitted with the letter 
of 19 August 2000 is not valid under PCT Article 
41(2). 

Consequently, the version of Claim 2 submitted on 
9 June 2000 was used as basis for this examination 
report . 

Re. Box IV 

Lack of unity of invention 

Although Hcl and Hc2 belong to the group of DEAD- 
box proteins, sequence comparisons with other 
proteins from this group show a relationship 
between Hcl and the sub-group of p68 and p72 
proteins (Dl, D2) , whereas Hc2 appears to be more 
closely related to the elF-4A proteins of different 
species . 

Although, as specified under point V.6, the 
isolation from Tetrahymena contributes to the 
acknowledgement of an inventive step for both 
individual genes claimed in the present 
application, this fact is not a sufficient basis 
for combining the genes and the proteins Hcl and 
Hc2 to produce an invention that meets the 
requirements of unity of invention, since no 
special technical feature (PCT Rule 13.2) can be 
seen in the isolation of different genes from 
Tetrahymena . 
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Continuation of: Boxes I, IV. 3, V.2 & VIII 

Nor can the combination "'RNA helicase from 
Tetrahymena" be considered a special technical 
feature, since the two genes belong to very 
different sub-groups of RNA helicases. Moreover, a 
number of different RNA helicases were already 
isolated from different organisms and clearly no 
novel technical effect is achieved with the feature 
whereby they are prepared from Tetrahymena. 



Consequently, no common special technical feature 
pursuant to PCT Rule 13.2 is present and unity of 
invention is not established. 



The present application therefore comprises the 
following two inventions: 

1) gene and protein as per SEQ ID 13 and 14; 

2) gene and protein as per SEQ ID 15 and 16. 



Re. Box V 



The application does not meet the requirements of 
PCT Article 33, since Claims 1-6 are not novel and 
Claims 7-8 and 14-24 do not involve an inventive 
step. 



1) Hereinafter reference is made to the following 
documents (the sequence of the documents 
corresponds to the sequence in which they are 
listed in the international search report) : 

Dl: 'Schizosaccharomyces pombe p68 protein; p68 
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Supplemental Box 
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gene; RNA helicase' EMBL SEQUENCE DATABASE, 
19 April 1991 (1991-04-19), XP002121699 
Cambridge, UK & R.D. IGGO ET AL. : 'p68 RNA 
helicase: Identification of a nucleolar form 
and cloning of related genes containing a 
conserved intron in yeasts' MOL, CELL. BIOL., 
Vol. 11, No. 3, March 1991 (1991-03), pages 
1326-1333, ASM WASHINGTON DC, US 

D2: 'Human DEAD-box protein p72' EMBL SEQUENCE 
DATABASE, 5 October 1996 (1996-10-05), 
XP002121700 Cambridge, UK & G.M. LAMM ET AL. : 
'p72: a human nuclear DEAD box protein highly 
related to p68' NUCLEIC ACIDS RESEARCH, Vol. 
24, No. 19, 1996, pages 3739-3747, IRL PRESS 
LIMITED, OXFORD, ENGLAND 

D3: 'A. thaliana mRNA for eucaryotic translation 

initiation factor 4A-2' EMBL SEQUENCE DATABASE, 
2 0 November 1992 (1992-11-20), XP002121701 
Cambridge, UK & A.M. METZ ET AL.: 'Sequences 
for two cDNAs encoding Arabisopsis thaliana 
eucaryotic protein synthesis initiation factor 
4A' GENE, Vol. 120, 1992, pages 313-314, 
ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, B.V., AMSTERDAM, 
NL; 

D4 : 'N. plumbaginif olia NelF-4A2 mRNA for nicotiana 
eucaryotic translation initiation factor 4A' 
EMBL SEQUENCE DATABASE, 24 October 1991 
(1991-10-24), XP002121702 Cambridge, UK & G.W. 
OWTTRIM ET AL . : 'Divergent genes for 
translation initiation factor elF-4A are 
coordinately expressed in tobacco' NUCLEIC 
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ACIDS RESEARCH, Vol. 19, No. 20, 1991, pages 
5491-5496, IRL PRESS LIMITED, OXFORD, ENGLAND 
D8: " Saccharomyces cerevisiae TIF2 gene". EMBL 

SEQUENCE DATABASE, 17 Nov. 1988 (update 12 Nov. 
1993) Accession No. X12814. 



Novelty (PCT Article 33(2) 

2) Claim 1 relates to "nucleic acids that code for a 

RNA helicase with an amino acid sequence as per SEQ 
ID 14 and parts thereof with at least 20 
nucleotides [...]" . 



Whilst parts of SEQ ID 13, of at least 20 
nucleotides long, were not shown in the prior art, 
it must be noted that origin cannot be technically 
established on the basis of a nucleic acid fragment 
(definition of a product in terms of the method for 
its production) . 



Consequently, a nucleic acid as per the above 
wording is identical to ''parts of a nucleic acid 
with at least 20 nucleotides coding for a fragment 
of an amino acid sequence as per SEQ ID 14" . 

As also explained in point V.5, parts of SEQ ID 14 
of 21 amino acids in length are identical to 
already published sequences (Dl) . Consequently, 
nucleic acids of 63 nucleotides in length coding 
for a fragment of an amino acid sequence as per SEQ 
ID 14 have already been published. 
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Claim 1 is therefore not considered novel. 

3) As specified in Box VIII, the scope of protection 
of Claim 2 also extends to parts of nucleic acids 
that code for fusion proteins and therefore also to 
nucleic acids that are wholly unrelated to the 
present invention. Claim 2 therefore also covers 
parts of any nucleic acid with at least 20 
nucleotides^ which is not considered novel. 

4) Furthermore, the scope of protection of Claim 2 
extends to the nucleotide sequence as per SEQ ID 13 
and parts thereof with at least 20 nucleotides. 
Although the nucleotide sequences described in D3 
and D4 are 60 and 63.4% identical to SEQ ID 15, as 
well as related identical nucleotide sequences of 
14 and 18 bp, document D8, which describes the 
Saccharomyces cerevisiae TIF2 gene, shows a related 
identical nucleotide sequence of 21 bp. 

This also falls within the scope of protection of 
Claim 2. For these reasons, Claim 2 cannot be 
considered novel . 

5) By publishing the nucleic acid sequences as per 
Claims 1 and 2, the technical features of Claims 3 
and 6 are already implicitly covered. Claims 3 and 
6 are therefore not novel . 

6) As also stated in point V.2, the origin of an 
isolated nucleic acid sequence cannot be derived 
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from the sequence itself. The technical feature 
relating to the origin of an already known nucleic 
acid from an alternative organism does not, 
therefore, represent a distinguishing feature. 

Consequently, Claims 4 and 5 are not novel . 

7) Although Claims 7 and 8 represent standard methods, 
they are not described as such in the prior art and 
can be considered novel. 



8) Documents Dl and D2 describe proteins of an amino 
acid sequence that are, respectively, 59.2 and 
56.8% identical to SEQ ID 14 and related identical 
sequences of 21 and 17 amino acids, respectively. 



Claim 9 can therefore be considered novel. 



9) The same applies to Claim 10, since the proteins of 
documents D3 and D4 are, respectively, 59.2 and 
61.2% identical to SEQ ID 16 and have related 
identical sequences of 10 amino acids. 



10) Since Claim 11 refers to the novel Claims 9 and 10, 
a method as per Claim 11 can also be considered 
novel . 



11) Antibodies and the production thereof as per 
Claims 12 and 13, respectively, can also be 
considered novel. Although it is probable that 
antibodies directed against numerous already known 
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p68, p72 and elF-4A proteins also react with the 
present proteins, this cannot be clearly shown at 
the present time. 

12) The subjects or methods as per Claims 14-24 are 
also based on nucleic acids of Claims 1-6, which do 
not satisfy the requirement for novelty. 

Nevertheless, the prior art does not explicitly 
show such subjects or methods. Claims 14-24 are 
therefore considered novel. 

Inventive step (PCT Article 33(3)) 

13) The production of an expression vector as per 
Claim 7 and a method for the production of a 
nucleic acid as per Claim 8 are standard methods. 
With regard to the use or production of sequences 
that do not satisfy the requirement for novelty, no 
inventive step can be acknowledged. 

14) The methods for cloning the claimed genes Hcl and 
Hc2 are standard methods that do not involve an 
inventive step, since the PCR primers used for 
isolation purposes represent only degenerated 
sequences of the already described p68/p72 or 
elF-4A genes. The technical problem of interest 
therefore consists merely in preparing an 
alternative organism for isolating corresponding 
genes . 
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Tetrahymena is a commonly used model organism in 
this field. Although the cloning of corresponding 
proteins from Tetrahymena is obvious to a person 
skilled in the art, none of the prior art documents 
expressly refers to the genus Tetrahymena or to the 
group of ciliates. The proteins of Claims 9 and 10 
and a method for the production thereof as per 
Claim 11 could therefore be considered inventive. 



15) Accordingly, an inventive step can also be 

acknowledged for the preparation of antibodies and 
a method for the production thereof, as per Claims 
12 and 13, respectively. 



16) Whilst the subjects and methods of Claims 14-24 can 
be considered novel, no inventive step can be 
acknowledged. Said claims also relate to possible 
uses of nucleic acids of Claims 1-6, which do not 
satisfy the requirement for novelty. These uses are 
already known for similar genes, proteins, or 
fragments of these genes or proteins (as also 
stated in the actual application, for example page 
2, line 22 - page 4, line 6) or represent standard 
uses . 



Moreover, since the applicant is not able to 
demonstrate any technical effect produced by the 
use of the nucleic acids or peptides as per the 
present claims in contrast to already known uses of 
similar genes or proteins. Claims 14-24 do not 
involve an inventive step . 



Form PCT/lPEA/409 (Supplemental Box) (Januar>' 1994) 



'HfS PAGE BUNK (USPTO) 



TWIS PAGE BUNK (uspto) 



INTERNATIONAL PRECImINARY EXAMINATION REPORT 



^^lational application No. 
PCT/EP 99/04892 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufiB cient) 
Continuation of: BoxeS I, IV. 3, V.2 & VIII 

Industrial applicability 

17) The subject matter of Claims 21 and 22 also covers 
its application for medical treatment. The PCT 
Contracting States do not have uniform criteria for 
assessing the industrial applicability of these 
claims. Patentability can also depend on the 
wording of the claims. The EPO, for example, does 
not recognise industrial applicability of claims to 
the use of a compound in a medical treatment; it 
does, however, allow claims to the first use of a 
known compound in a medical treatment or to the use 
of such a compound in the manufacture of a drug for 
a new medical treatment (see PCT Rule 67.1(iv)). 

According to the wording of Claim 2, the scope of 
protection of that claim also extends to parts with 
at least 20 nucleotides of a nucleic acid "that 
codes for an RNA helicase [...] or functional 
variants thereof. This could not, however, be 
examined, since, in line with the definition of 
''functional variants" (page 12, line 19 - page 13, 
line 11), such a variant could, for example, also 
be a fusion protein containing SEQ ID 16 or a 
protein that is approximately 70% identical to SEQ 
ID 16. Part of a nucleic acid that codes for such 
a fusion protein can therefore also be from this 
region, which codes for the fusion partner, and 
therefore completely different from SEQ ID 15, for 
example. This cannot be considered novel. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



TH/S PAGE BLANK 



(USPTO) 



INTERNATIONAL P] 




[INARY EXAMINATION REPORT 




lational application No. 
7EP 99/04892 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: Boxes I, IV. 3, V.2 & VIII 



The same applies to parts of a nucleic acid which 
code, for example, for a protein that is 70% 
identical to SEQ ID 14; it would not be possible to 
examine such a claim given the large number of 
possibilities . 



Form PCT/lPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK 



(USPTO) 



PCX 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag tiber die 
' intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Anmeldeamt auszufUllcn 



Intemaiionales 



9 9 / 0 A8 9 2 



International 



le^ Anmeldedatum / 



1 0 JUL 1999 



EUROPEAN PATENT OFFICE 
PCT INTERNATIONAL APPLICATION 
Name des Anmeldeamts and "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewanscht) 
(max. 12 Zeichen) ^ 998/F083 NP 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 
Neue Gene der DEAD Box Protein-Familie, deren E) 


cpressionsprodukte und Verwendung 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Fmilienname, Vomame: beijwistiscken Personen vollstdndige amtltche Baeichnung, 
Bei der Ansch'ift saui die Postleitzahl und der Name des Stoats amugeben Der m diesem Feld in der 
Anschriji angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohtsitzes des Anmelders, sofem nachstehend kein 
Stoat des Sines oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG 

D-65926 Frankfurt am Main 
Deutschland 


1 1 Diese Person ist 
' — ' gleichzeitig Erfinder 


Tclcfonnr: 069-305-4305 


Telcfaxnr.: 069-305-16350 


Fcmschreibnr.: 


StaatsangehOrigkeit (Staat): QE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): D E 


Dicse Person ist Anmcldcr f— 1 allcBcsiim- Pyl alleBestimmungsstaatcnmitAusnahme |~] nurdieVereinigten |~] die im Zusatzfcid 
filrfoIgendcStaaten: |_J mungsstaaten LiJ der Vereinigten Staaten von Amerika 1_| StaatenvonAmerika |__| angcgebcncnStaaten 


Feld Nr. Ul WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERHNDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: beijvristischen Personen vollstandige amtltche Bezeichnmg 
Bei der Ansdvift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der m diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

BOHNET, Karin 
Am Wehr 5 
65835 Liedprhprh 
Deutschland 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

|X 1 Anmelder und Erfinder 

1 j iiui Eifinder (W'wd dieses Kdstchen 
1—1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): qe 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): D E 


Diese Person ist Anmelder [~1 allcBestim- | | allcBestimmungssiaatcnmitAusnahme y nurdie Vereinigien \~] die im Zusatzfeld 
filrfolgendeStaatcn: |_J mungsstaaten . 1_J der Vereinigten Staaten von Amerika L_l StaatcnvonAmerika LJ angegcbencnSiaatcn 


~x\ Weitcre Anmcldcr und/odcr (weitere) Erfmdcr sind auf eincm Fortsctzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiemiit bcstclit/ist bcstellt worden, um fUr den (die) Anmelder | — | a -,^ait 1 — 1 gemeinsamer 
vor den zustSndigen intcmationalen Behardcn in folgendcr Eigenschaft zu handeln als: I I 1 1 Vertrctcr> 


Name und Anschrift: fFamilienname. Vomame: bei jurist ischen Personen vollstdndige amttiche 
Bezeichrung. Bei der Amchrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats 
anzugeben.) 

Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG 
Patent- und Lizenzabteilung 
tndustriepark Hochst, Gebaude K 801 
D-65926 Frankfurt am Main 


Tdefonnr.: 069-305-4305 


Telcfiaxnr.: 069-305-1 6350 


Fcmschreibnr.: 


1 — Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gcmcinsamer Vertreler bestellt ist und statt dessen im 
\JL obigen Feld cine spezielle Zustellanschrift angegeben ist 



Formbian PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



^^^^ BLANK 



PCT/EP99 /0A892 

Blatt Nr 



Fortsctzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


mrd keines der folgenden Felder benutzt, so sollte dieses Blatt demAntrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Fmiiiermam. Vomme: beijuristischen Personen voilstardige amtikke Bezetchmmj. 
Bet der Anschrift sind die Pastleittahl wid der Name des Stoats amu%eben Der in diesem Feld in der 
Anschriji ansegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsiaes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Staat des Siaes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HULS, Christoph 
Rheinblick 19 
55263 Wackernheim 
Deutschland 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

Ix 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmdcr HVird dieses Kdstchen 
L— 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


SmtsangehOrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): q ^ 


Diese Person ist Anmelder r~| alleBestim- I~1 aHeBcstimmungsstaatenmitAusnahmc nurdieVereinigicn 1 | die im Zusatzfeld 
filrfolgendeStaatcn: 1 | mungsstaatcn | | der Vereinigten Staatcn von Amerika LiJ SiaaienvonAmerika I | angegebcncnStaaten 


Name und Anschrift: (Familiennam Vomme: beijvristischen Personen vollstandige amiliche Baeichnung. 
Bei der Ansdtr'A sind die PostleinaM und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld infer 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MULLNER, Stefan 
Hagebuttenweg 21 
40764 Langenfeld 
Deutschland 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

Ix 1 Anmelder und Erfinder 

] 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1— i angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): 


Siu Oder Wohnsitz (Staat): q e 


DicscPcrsonist Anmelder r~| alle Bcsiim- alteBesiimmungsstaaienmitAusnahme nur die Vereinigten [~| dieimZusatzfeld 
filrfolgendeStaatcn: | | mungsstaatcn I | der Vereinigten Staatcn von Amerika A Staaten von Amerika | I angegcbcnenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Baetdi^ 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1—1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i — lalleBestim- ("1 alleBesiimmungsstaaienmitAusnahmc nur die Vereinigten |~] die im Zusairfcld 
fllrfolgende Staaten: 1 1 mungsstaatcn LJ der Vereinigten Staaten von Amerika |_l Staaten von Amerika | | angegebcncnStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: beijuristischen Personen vollstdndige amtliche Baeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Ansdviji angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kem 
Stoat &5 Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder- 

1 — 1 nur Erfindcr (Wird dieses Kdstchen 
l_J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


DicscPcrsonist Anmelder i 1 alieBcstim- 1 1 alleBestimmungsstaatcnmitAusnahrae | | nur die Vereinigten 1 | die im Zusatzfcld 

arfolgcndeStaaien: 1 1 mungsstaatcn LJ der Vereinigten Staatcn von Amerika I 1 Staaten von Amerika | 1 angegcbcncn Staatcn 


Weitere Anmelder und/odcr (weitere) Erfindcr sind auf cincm zusatzlichcn Fortsctzungsblatt angegeben. 



Formblatl PCT/RO/ 1 0 \ (Fortsctzungsblatt) (Juli ! 998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



TH/S RAGE BUNK 



(OSPTO) 



Blatt Nr. 



PCT/EP99 /0A892 



FeldNr.V BESTIMMUNG VON STAATEN 



wenigstens ein Kastchen 



Die foigcnden Bcstimmungen nach Kegel 4.9 Absatz a wcrdcn hicraiit voigenoraracn (bitte die entsprechenden Kastchen ankrmen: 
mu3 angekreuzt werden): 
Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho. MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan. KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau, RU Russischc Federation. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen PatentObereinkommens und des PCT ist 
13 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, GH und LI Schwciz und Liechtenstein. CY Zypem, 
DE Dcutschland, DK DSnemaik, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Kdnigreich, GR Griechenland, 
IE Irland,mtalien. LULuxemburg, MC Monaco, NL Niederlande» PTPortuga!,SESchwedenundjederweitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europ^ischen Patentabereinkommens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, 

CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau. ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal, 
TD Tschad, TG Togo und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist ((alls eine andere Schutzrechtsart 
Oder ein soastiges Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkteten Unie angeben) 

Nationaies Patent (fails eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird, bitte auf der ^punkteten Unie angeben): 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albanien □ LS Lesotho . . . 

AM Armenien □ LT Litauen 

AT Osterreich □ LU Luxemburg 

AU Australien □ LV Lcttland 

AZ Aserbaidschan □ 

BA Bosnien-Heizegowina □ 

BB Barbados □ 

BG Bulgarien 

BR BrasiHen □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada □ 

CHundLI Schweiz und Liechtenstein Q 

CN China □ 

Kuba □ 

Tschechische Republik □ 

Deutschland □ 

Danemark □ 

Estland □ 

Spanien □ 

Finnland Q 

Vereinigtes Konigreich □ 

Grenada □ 

Georgien □ 

Gnana □ 

GM Gambia □ 

HR Kroatien □ 

Ungam □ 

Indonesien □ 

Israel □ 

Indien |3 

Island 

Japan □ UZ Usbckistan . 

Kenia □ VN Vietnam 

Kirgisistan Q YU Jugoslawien 

Demokratische Volksrepublik Korea D ZW Simbabwe . 



CU 

cz 

DE 

DK 

EE 

ES 

¥1 

GB 

GD 

GE 

GH 



HU 

ID 

IL 

IN 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
UA 
UG 
US 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Dieehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

RumSnien 

Russische Federation 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tflrkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 



Kastchen fUr die Bestimmung von Staaten (fUr die Zwecke eines 

Republik Korea nationalen Patents), die dem PCT nach der VerOfTentlichung 

Kasachstan dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ .AE Vereinigte arabische Emirate 



Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



□ ZA Sudafrika 
□ 



Erklarung bzgL vorsorglicher Bestimmangen: ZusStzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimrnt der Anmelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen, die v n dieser Erklarung ausgen nunen sind. Der Anmelder erktart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen undjede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatiet wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zurilckgenommen gilt (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfoip durchdie Einreichung einer Mitteiiune, in der diese Bestimmung angegeben wira, una die Zahlung der Bestimmungs- und 
der BestatigungSRebQhr. Die Bestatigunf^ mua beim Anmeideamt innernalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



FormblattPCT/RG/lOl (Blatt 2) (Januar 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 



THIS PAGE BLANK (uspto) 
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PCT/EP99 / 0A892 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



I I Weitere Prioritatsanspnlche sind im Zusatzfcid angegeben. 



Anmeldedatum 
dcr fruhercn Anmcldung 
(Tag/MonatJ 



Aktenzcichcn 
dcr frfiheren Anmcldung 



1st die frahcre Anmcldung cine: 



national Anmcldung: 
Staat 



regionale Anmcldung:* 
regionalcs Ami 



iniemaiionalc Anmcldung: 
Anmcldeamt 



2eile(l) 

22. Juli 1998 
(22.07.98; 



19832783.8 



DE 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



rn Anmcldeamt wird crsucht, cine beglaubigic Abschrift dcr obcn in dcr (den) Zeilc(n) . 

bezcichnetcn frtiheren Anmeldung(cn) zu crstcllcn und dem intemationalen BOfo zu Ubemiitteln (nur fails die fiahere Anmeldungfen) bet 
dem Ami eingereicht warden ist(smd), das fur die Zwecke dieser intemationalen Anmeldimg Anmeldeamt ist) 
♦ Falls es sich bet der fruheren Anmeldung um eine ARIPO'Anmeldung handelt. so mvfi in dem Zusatsfeld mindesiens ein Staat angegeben werden. der 
Mitgliedstaat der Panser Verbandsubereinkunfi atm Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhtre Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der intemationalen RecherchcnbehSrde (ISA) 
(falls rwer oder mehr als zwei intemationale Rechercken- 
behOrden fiir die Ausf^hrvng der intemationalen Recherche 
zustdndig sind, geben Sie die von Ihnen gewdhlte Beh6rde an; 
der Zweibuchstaben^^ode kann bemttzt werden) 

ISA/ 



Antrag auf Nutzong der Ergebnisse eincr fruheren Recherche; Bezugnabme auf diesc 
frfihere Recherche (falls einefrnfure Recherche bet der intemasionalen Recherchenbehorde 
beantragt oder won ihr durchgefUhrt warden ist): 

Datum (Tag/Monat/Jahr) Aktcnzeichen Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthait 
die folgende Anzahl von Biattern: 

Antrag 7 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokol Iteil) 

Ansprilche 

Zusanunenfassung 

Zeichnungen 

SequenzprotokoUteil 
der Beschreibung 



27 
4 
1 

5 
6 



Blattzabl tnsgesamt : 50 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuztcn Untcrlagcn bei: 

1 . IS Blan fUr die Gebahrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. 13 Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktcnzeichen (falls vorhandcn): 

4. □ Begrilndung fUr das Fehlen ciner Untcrschrift 

5. H Prioritatsbclcg(e), in Feld Nr, VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung dcr intemationalen Anmeldung in die folgende Sprachc: 

7. Q Gesonderte Angaben zu hintolegtcn Miknx)rganismen oder anderem biologischen Material 

8. ^ Sequenzprotokolle fQr Nucleotide und/oder AminosSuren in computerlesbarer Fomn 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassung 
vcrOffcntlicht wcrdcn soir(Nr,): 


Sprache, in der die 
intemationale Anmeldung DE 
eineereicht wird: 


Feld Nr. K UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name Jeder umerzeichnenden Person ist neben der Unterschriftzu wiederholen, undes ist anzu\ 
cms dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet 



igeben, sofem sich dies nicht eindeutig 




Claus SImandi 
(AV-Nr. 37986) 



> Vom Anmeldeamt auszufiillcn ■ 



1. Datum des tats^hlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. GeSndcrtes Eingangsdatum aufgnind nachtraglichjedoch 
fristgerecht eingcgangener Untcrlagcn oder Zeichnungen 
zur Vcrvollstflndigung dieser intemationalen Anmeldung: 



^1 0. 07. 1999 ^ 1 0 JUL 1899 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungcn nach Artikcl 1 1(2) PCX: 



2. Zeidmungcn 
eingc- 
gangcn: 



Seingc- 



□ 



nicht ein- 
gcgangcn: 



5. Internationale Recherchenbehorde 
(falls zwei oder tnehr zustdndig sind): 



ISA/ 



□ Ubermittlung des Recherchcnexemplars bis zur 
Zahlung dcr KecherchengcbOhr aufgcschoben 



- Vom Intemationalen BQro auszufOUen < 



Datum des Eingangs des Aktcncxcmplars 
beim Intemationalen BOro: 



Formblan PCT/RO/101 (letztes Blatt)(Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



™« PAGE BLANK 



(USPTO) 




Blait Nr. 





PCT/EP 9 9/04892 



Z'satzfeld Wird dieses ZusmzfeldHicht benutzt. so sollte dieses Blatt dem Antrag nichtbeigefiigt werden. 



1 Wenn derPlatz in einem Feld nichtfuraUeAngaben ausreicht: In diesem Fallschreiben Sie "Fortsetzung von FeldNr ..." [Nummer 
des Feldes angebenj und machen dieAngaben emsprechend der in dem Feld, in dem der Platz nicht ausreicht. vorgeschhebenen An und 
y^eise, insbesondere: 

( i) Wenn mehr als zwei Anmelder und/oder Erfinder vorhanden sind und kein " Fonsetzungsblatt " zur Verfugung steht: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. Ill" und machen fUr jede weitere Person die in Feld Nr. /// vorgeschhebenen 
Angaben, Der in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem 
nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist, 

(ii) Wenn in Feld Nr. U oder HI die Angabe "die im ZusatzfeM angegebenen Staaten" angekreuzt ist: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzung von FeldNr. IF'. "Fortsetzung von FeldNr. Ill" bzw. "Fortsetzung von FeldNr. II und Nr. Ill" und geben den Namen 
des Anmelders oder die Namen der .Anmelder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-. 
eurasisches, europdisches oder OA PI- Patent), fUr die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

(Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder oder Erfinder/Anmelder nicht fur alle Bestimmungsstaaten oder fur die 
Vereinigten Staaten von Amerika als Erfinder benannt ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. II". 
" Fortsetzung von Feld Nr. Ill " bvv. "Fortsetzung von Feld Nr. II und Nr. Ill" und geben den Namen des Erfinders oder die Namen 
der Erfinder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-, eurasisches, europdisches oder OAPI- 
Patent), fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

( iv) Wenn zusdtzlich zu dem Anwalt oder den Anwdlten. die in Feld Nr. [V angegeben sind. weitere Anwdlte bestellt sind: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr IV" und machen fur jeden weiteren Anwalt die entsprechenden, in Feld Nr. IV 
vorgeschhebenen Angaben. 

(v) Wenn in FeldNr Vbei einem Staat ( oder bei OAPI) die Angabe "Zusatzpatent" oder "ZusatzzertifUcaif " oder wenn in Feld Nr. V 
bei den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe "Fortsetzung'* oder "Teilfortsetzung'* hinzugefUgt wird: In diesem Fall 
schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. V" und geben den Namen des betreffenden Staats (oder OAPI) an und nach dem Namen 
jedes solchen Staats (oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum 
der Erteilung des Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechtsanmeldung, 

(vi) Wenn in Feld Nr. VI die Prioritdt von mehr als dreifriiheren Anmeldungen beansprucht wird: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzun » von FeldNr VI " und machen fiir jede weitere fruhere Anmeldung die entsprechenden, in FeldNr, VI vorgeschhebenen 



(vii) Wenn in Feld Nr VI die fruhere Anmeldung eine ARIPO Anmeldung ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld 
Nr. VI" und geben, unter Angabe der Nummer der Zeile, in der die die friihere Anmeldung betreffenden Angaben gemacht sind, 
mindestens einen Staat an, der Mitglied der Pariser VerbandsUbereinkunft zum Schutz des gewerbiichen Eigeniums ist und fiir den 
die fruhere Anmeldung erfolgte. 

2. Wenn, im Hinblick aufdie Erkldrung bzgl vorsorglicher Bestimmungen in Feld Nr V, der Anmelder Staaten von dieser Erkldrung 
ausnehmen mochte: In diesem Fail schreiben Sie "B€Stimmung(en), die von der Erkldrung bzgl- vorsorglicher Bestimmungen 
ausgenommen ist(sirtd)" und geben den Namen oder den Zweibuchstaben-Code jedes so ausgeschlossenen Staates an, 

3. Wenn der Anmelder fiir irgendein Bestimmungsamt die Vorteile nationaler Vorschriften betreffend unschddliche Offenbarung oder 
Ausnahmen von der Neuheitsschddlichkeit in Anspruch nimmt: In diesem Fall schreiben Sie "Erkldrung betreffend unschddliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschddlichkeit" und geben im folgenden die entsprechende Erkldrung ab. 



Angaben. 





1 ) Karin Bohnet 
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Blati Nr. 




Zusatzfeid Wird dieses Zusat^feW nicht benutzu so sollte dieses Blatt dem Antrag nicht beigefUgt werden. 



/. Wenn derPiatz in einem F eld nicht fur alle Angaben ausreicht: In diesem Fall schreiben Sie " Fonsetzung von Feld Nr ..." (Nummer 
des Feldes angebenj und machen die Angaben enrsprechend der in dem Feld. in dem der Plaiz nicht ausreicht. vorgeschriebenen An und 
Weise. insbesondere: 

{ i) Wenn mehr als zwei Anmelder und/oder Erfinder vorhanden sind und kein " Fortsetzungsblatt " zur Verfiigung sreht: In diesem 
Fall schreiben Sie ''Fonsetzung von Feld Nr. Ill" und machen fUr jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgeschriebenen 
Angaben. Der in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofem 
nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. 

(ii) Wenn in Feld Nr. II oder III die Angabe "die im Zusatzfeid angegebenen Staaten" angekreuzt ist: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fonsetzung von Feld Nr. //'*. "Fonsetzung von Feld Nr. Ill" bzw. "Fonsetzung von Feld Nr. II und Nr. Ill" und gebendenNamen 
des Anmelders oder die Namen der Anmelder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten {und/oder ggf. ARIPO-, 
eurasisches, europdisches oder OAPI-Patent), fur die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

(Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder oder Erfinder/Anmelder nicht fur alle Bestimmungsstaaten oder fur die 
Vereinigten Staaten von Amerika als Erfinder benannt ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fonsetzung von Feld Nr. 11". 
" Fonsetzung von Feld Nr. Ill " bzw. " Fonsetzung von Feld Nr. II und Nr. Ill " und geben den Namen des Erfinders oder die Namen 
der Erfinder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-, eurasisches, europdisches oder OAPl- 
Patent), fur die die bezeichnete Person Erfinder ist, 

(iv) Wenn zusdtzHch zu dem Anwalt oder den Anwdlten, die in Feld Nr. /V angegeben sind. weitere Anwdlte bestellt sind: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fonsetzung von Feld Nr. IV" und machen fUr jeden weiteren Anwalt die entsprechenden, in Feld Nr. IV 
vorgeschriebenen Angaben. 

( v) Wenn in Feld Nr.V bei einem Staat (oder bei OAPI) die Angabe "Zusatzpatent" oder "ZusatzzertifUcat, " oder wenn in Feld Nr. V 
bei den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe "Fonsetzung'' oder "Teilfortsetzung" hinzugefUgt wird: In diesem Fall 
schreiben Sie "Fonsetzung von Feld Nr. V" und geben den Namen des betreffenden Staats (oder OAPI) an und nach dem Namen 
jedes solchen Staats (oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum 
der Eneilung des Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechtsanmeldung. 

(vi) Wenn in Feld Nr. VI die Prioritdt von mehr als drei fruheren Anmeldungen beansprucht wird: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fonsetzun:^vonFeldNr. VI" und machenfUr jede weitere frUhereAnmeldung die entsprechenden, in Feld Nr. VI vorgeschriebenen 



( vii) Wenn in Feld Nr. VI die friihere Anmeldung eine ARIPO Anmeldung ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fonsetzung von Feld 
Nr. VI" und geben, unier Angabe der Nummer der Zeile, in der die die friihere Anmeldung betreffenden Angaben gemacht sind, 
mindestens einen Staat an, der Mitglied der Pariser VerbandsUbereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den 
die friihere Anmeldung erfolgte. 

2. Wenn, im Hinblick aufdie Erkldrung bzgi vorsorglicher Bestimmungen in Feld Nr. V, der Anmelder Staaten von dieser Erkldrung 
ausnehmen mochte: In diesem Fall schreiben Sie "Bestimmung(en), die von der Erkldrung bzgi vorsorglicher Bestimmungen 
ausgenommen is t( sind)" und geben den Namen oder den Zweibuchstaben-Code jedes so ausgeschlossenen Staates an. 

3. Wenn der Anmelder fur irgendein Bestimmungsamt die Voneile nationaler Vorschriften betreffend unschddliche Offenbarung oder 
Ausnahmen von der Neuheitssckddlichkeit in Anspruch nimmt: In diesem Fall schreiben Sie "Erkldrung betreffend unschddliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschadlichkeit" und geben imfolgenden die entsprechende Erkldrung ab. 



Angaben. 






2) Christoph Huls 
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Zu<:atzfeld Wird dieses Zusat:fe{d nicht benutzu so soUie dieses Blatt dem Antrag nicht beigefiigt werden. 



/. Wenn derPUxtz in einem Feld nichtftiralieAngaben ausreicht: In diesem Fall schreiben Sie "Forrsetzung von FeldNr ... " [Nummer 
des Feldes angebenj und machen dieAngaben entsprechend der in dem Feld, in dem der Platz nicht ausreicht, vorgeschriebenen Art and 
Weise. insbesondere: ^ 

( i) Wenn mehr aJs zwei Anmelder und/oder Erfinder vorhanden sind und kein " Fonsetzungsblatt " zur Verfiigung steht: In diesem 
Fall schreiben Sie 'Fortsetzung von Feld Nr. HI" und machen fiir jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgeschriebenen 
Angaben. Der in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem 
nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. 

(ii) Wenn in Feld Nr. II oder III die Angabe ''die im Zusatzfeld angegebenen Staaten" angekreuzt ist: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzung von Feld Nr. //". "Fortsetzung von FeldNr. Ill" bzw. "Fortsetzung von FeldNr. II und Nr. IIV* und geben den Namen 
des Anmelders oder die Namen der Anmelder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-, 
eurasisches, europdisches oder OAPI-Patent), fiir die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

( Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder oder Erfinder/Anmelder nicht fiir aile Bestimmungsstaaten oder fur die 
Vereinigten Staaten von Amerika als Erfinder benannt ist: In diesem Fall schreiben Sie ^'Fortsetzung von Feld Nr. IV\ 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" bzw. "Fortsetzung von FeldNr. II und Nr. Ill" und geben den Namen des Erfinders oder die Namen 
der Erfinder an und neben jedem Namen den Staat oder die Staaten {und/oder ggf. ARIPO- . eurasisches, europdisches oder O API- 
Patent), fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

( iv) Wenn zusdtzlich zu dem Anwalt oder den Anwdlten, die in Feld Nr. IW angegeben sind, weitere Anwdlte bestellt sind: In diesem 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. IV" und machen fUr jeden weiteren Anwalt die entsprechenden, in Feld Nr. IV 
vorgeschriebenen Angaben. 

( v) Wenn in Feld Nr.V bei einem Staat (oder bei OAPI) die Angabe "Zusatzpatcnt" oder "Zusatzzertifikaty " oder wenn in Feld Nr. V 
bei den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe "Fortsetzung" oder **Teilfortsetzung" hinzugefUgt wird: In diesem Fall 
schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Nr. V" und geben den Namen des betreffenden Staats (oder OAPI) an und nach dem Namen 
jedes solchen Staats ( oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum 
der Erteilung des Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechtsanmeldung. 

(vi) Wenn in Feld Nr. VI die Prioritdt von mehr als dreifriiheren Anmeldungen beansprucht wird: In diesem Fall schreiben Sie 
"Fortsetzung; von FeldNr VI" und machen fUr jede weitere friihereAnmeldung die entsprechenden. in FeldNr. VI vorgeschriebenen 



(vii) Wenn in Feld Nr VI diefrUhere Anmeldung eine ARIPO Anmeldung ist: In diesem Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld 
Nr VI" und geben, unter Angabe der Nummer der Zeile, in der die diefrUhere Anmeldung betreffenden Angaben gemacht sind, 
mindestens einen Staat an, derMitglied der Pariser VerbandsUbereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fiir den 
diefrUhere Anmeldung erfolgte. 

2. Wenn, im Hinblick aufdie Erkldrung bzgl vorsorglicher Bestimmungen in Feld Nr. V, der Anmelder Staaten von dieser Erkldrung 
ausnehmen mochte: In diesem Fall schreiben Sie "Bestimmung(en), die von der Erkldrung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen 
ausgenommen ist(sind)" und geben den Namen oder den Zweibucnstaben-Code jedes so ausgeschlossenen Staates an. 

3. Wenn der Anmelder fiir irgendein Bestimmungsamt die Vorteile nationaler Vorschrifien betreffend unschddliche Offenbarung oder 
Ausnahmen von der Neuheitsschddlichkeit in Anspruch nimmt: In diesem Fall schreiben Sie "Erkldrung betreffend unschddliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschddlichkeit" und geben imfolgenden die entsprechende Erkldrung ab. 



Angaben. 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSB 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




D 1 2 OCT 2000 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
1998/F083NP 



siehe Mitteilung iiber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/04892 



I nternationales Anmeldedatum ( Tag/Monai/Jahr) 
10/07/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/07/1998 



Internationale Patentklasslfication (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/61 



Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECH NOLOGIES GMBH&CO.KG et al. 

1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



Dieser BERICHT umfaRt insgesamt 10 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuRerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen. Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter rnit vor d. s r 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Ven^artungsnchtlm.en zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

Hi □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, eriinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbark it 

IV S Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der eriinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmetdung 



Datum der Einreichung des Antrags 



11/01/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentaml 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Wimnner, G 

Tel. Nr. +49 89 2399 7347 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/04892 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erctellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-27 ursprungliche Fassung .= 
Patentanspriiche, Nr.: 

2 eingegangen am 09/06/2000 mit Schreiben vom 07/06/2000 

1 3-24 eingegangen am 1 9/08/2000 mit Schreiben vom 1 7/08/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet, 

Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/04892 



□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. H Die Behorde hat festgesteitt, da3 das Erfordemis der Einlieitlichkeit der Ertindung nicht erfullt ist, und hat 

gema3 Regel 68.1 beschlossen, den Annnetder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzutordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

H aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine intemationale vorlauf ige Prufung fur folgende Telle der 
intemationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

^ alle Telle. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


7-24 


Nein: 


Anspruche 


1-6 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


9-13 




Nein: 


Anspruche 


7-8, 14-24 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-20, 23-24 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 

Zur Klartieit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

sieh Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/04892 
PRUFUNGSBERICHT- BEIBLATT . 

Die vorliegende Patentanmeldung beschreibt zwei neue Proteine, Hcl und Hc2, welche 
der Gruppe der DEAD-box Proteine angehoren, Nukleinsauren welche fur diese 
Proteine l<odieren, sowie mogliclie Anwendungen dieser Proteine und Nukleinsauren. 

In Folge bezieht sich die Bezeichnung "Hcl" auf das Protein mit einer 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID 14, bzw. einer Nukleinsauresequenz gemaB SEQ 
ID 13. Analog bezieht sich die Bezeichnung "Hc2" auf ein Protein gemaB der Amino- 
bzw. Nukleinsauresequenzen SEQ ID 16 bzw. SEQ. ID 15. 

Zu Punkt I 

Basis des Prufungsberichtes. 

Die am 19. 8. 2000 (mit Brief vom 17. 8. 2000) eingereichten geanderten Anspruche 
wurden als Basis dieses Prufungsberichtes herangezogen. 

Jedoch wurde Anspruch 2 nicht als giiltig anerkannt, da darin "Nukleinsauren... und 
Telle davon mit mindestens 25 Nukleotiden..." beansprucht sind (Das Begleitschreiben 
spricht in der Beschreibung der geanderten Anspruche allerdings von "22 
Nukleotiden"). 

Dies entbehrt jedoch der Grundlage in der Beschreibung, da in der im Begleitschreiben 
zitierten Textpassage der Beschreibung (S. 6, Z. 15) "eine Nukleinsaure aus 
mindestens ca. 20 Nukleotiden" beschrieben wird. 

Der mit 19. 8. 2000 eingereichte Anspruch 2 ist somit gemaB Art. 41 (2) PCT nicht 
gultig. 

Als Basis dieses Priifungsberichstes wird somit fur Anspruch 2 die mit 9. 6. 2000 
eingereichte Version dieses Anspruches herangezogen. 

Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung. 

Obwohl Hcl und Hc2 der Gruppe der DEAD-box Proteine angehoren, zeigen 
Sequenzvergleiche mil anderen Proteinen dieser Gruppe eine Verwandtschaft von Hcl 
zur Untergruppe der p68 und p72 Proteine (D1, D2); Hc2 dagegen scheint mit den elF- 
4A Proteinen verschiedener Spezies naher venwandt (D3, D4). 

Obwohl, wie unter Punkt V.6 angefuhrt, fiir beide in der vorliegenden Anmeldung 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/04892 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



beanspruchten Gene fiir sich die Isolation aus Tetrahymena zur Anerkennung eines 
erfinderischen Schrittes beitragt, so ist diese Tatsache jedoch keine ausreichende 
Basis fiir eine Kombination der Gene und Proteine Hcl und Hc2, zu einer einheitlichen 
Erfindung, da in der Isolation von verschiedenen Genen aus Tetrahymena kein 
Besonderes Technisches Merkmal entsprechend Art. 13.2 PCT gesehen werden kann. 

Auch die Kombination "RNA-Helikase aus Tetrahymena" kann nicht als besonderes 
technisches Merkmal gelten, da beide Gene sehr unterschiedlichen Untergruppen von 
RNA-Helikasen angehoren. Daruber hinaus wurde bereits eine Vielzahl verschiedener 
RNA-Helikasen aus anderen Organismen isoliert, und durch das Merkmal ihrer 
Bereitstellung aus Tetrahymena wird offenbar ebenfalls kein neuer technischer Effekt 
erzielt. 

Ein gemeinsames besonderes technisches Merkmal nach Art. 13.2 PCT ist somit nicht 
vorhanden, und eine Einheitlichkeit der Erfindung nicht gegeben. 

Die vorliegende Anmeldung umfaBt infolgedessen 2 Erfindungen: 

1) Gen und Protein gemaB SEQ ID 13 und 14; 

2) Gen und Protein gemaB SEQ ID 15 und 16. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung. 

Der Antrag entspricht nicht den Bestimmungen gemaB Art. 33 PCT, da Anspriiche 1-6 
nicht neu sind und Anspruche 7-8 und 14-24 keinen erfinderischen Schritt 

beinhalten. 

1 ) Im AnschluB wird auf folgende Dokumente Bezug genommen (die Reihenfolge 
der Dokumente entspricht der Reihenfolge ihrer Auflistung im Internationalen 
Recherchenbericht): 

D1: 'Schizosaccharomyces pombe p68 protein; p68 gene; RNA helicase' EMBL 
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SEQUENCE DATABASE, 19. April 1991 (1991-04-19), XP002121699 Cambridge, 
UK & R.D. IGGO ET AL.: "pBS RNA helicase: Identification of a nucleolar form 
and cloning of related genes containing a conserved intron in yeasts' MOL. CELL. 
BIOL., Bd. 11. Nr. 3, Marz 1991 (1991-03), Seiten 1326- 1333, ASM 
WASHINGTON, DC,US 

D2: 'Human DEAD-box protein p72' EMBL SEQUENCE DATABASE, 5. Oktober 1996 
(1996-10-05), XP002121700 Cambridge, UK & G.M. LAMM ET AL.: ■p72: a 
human nuclear DEAD box protein highly related to p68' NUCLEIC ACIDS 
RESEARCH, Bd. 24, Nr. 19, 1996, Seiten 3739-3747, IRL PRESS 
LIMITED,OXFORD,ENGLAND 

D3: "A. thaliana mRNA for eucaryotic translation initaiation factor 4A-2' EMBL 
SEQUENCE DATABASE, 20. November 1992 (1992-11-20), XP002121701 
Cambridge, UK & A.M. METZ ET AL.: 'Sequences for two cDNAs encoding 
Arabisopsis thaliana eucaryotic protein synthesis initiation factor 4A' GENE, Bd. 
120, 1992, Seiten 313-314, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS,B.V.,AMSTERDAM,NL; 

D4: 'N. plumbaginifolia NelF-4A2 mRNA for nicotiana eucaryotic translation initiation 
factor 4A' EMBL SEQUENCE DATABASE, 24. Oktober 1991 (1991- 10-24), 
XP002121702 Cambridge, UK & G.W. OWTTRIM ET AL.: 'Divergent genes for 
translation initiation factor elF-4A are coordinately expressed in tobacco' 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, Bd. 19, Nr. 20, 1991, Seiten 5491- 5496, IRL 
PRESS LIMITED,OXFORD,ENGLAND 

D8: "Saccharomyces cerevisiae TIF2 gene". EMBL SEQUENCE DATABASE, 17. 
Nov. 1988 (update 12. Nov. 1993), Accession No. XI 281 4. 



Neuheit aemaB Art. 33(2) PCT. 

2) Anspruch 1 bezieht sich auf "Nukleinsauren kodierend fur eine RNA-Helikase mil 
einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No. 14 und Telle davon mit mindestens 
20 Nukleotiden [,...]". 

Wahrend Telle von SEQ ID 13, von mindestens 20 Nukleotiden Lange, im Stand 
der Technik noch nicht gezeigt wurden, muB bemerkt werden, daB aus einem 
Nukleinsaurefragment die Herkunft technisch nicht nachgewiesen werden kann 
(Definition eines Produktes durch den ProzeB zu dessen Herstellung). 
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Somit ist eine Nukleinsaure gemaB der obigen Formulierung identisch mit "Teilen 
einer Nukleinsaure mit mindestens 20 Nukleotiden, kodierend fur ein Fragment 
einer Aminosauresequenz gema3 SEQ ID No. 14". 
Wie auch unter Punkt V.5 eriautert, sind Teile von SEQ ID No. 14 von 21 
Aminosauren Lange identisch mit bereits publizierten Sequenzen (D1). Damit sind 
Nukleinsauren mit 63 Nukleotiden Lange, kodierend fur ein Fragment einer 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No. 14, bereits publiziert. 
Anspruch 1 ist daher nicht als neu anzusehen. 

3) Wie unter Punkt VIII eriautert, erstreckt sich der Schutzbereich von Anspruch 2 
auch auf Teile von Nukleinsauren, welche fur Fusionsproteine kodieren, und somit 
auch auf der vorliegenden Erfindung vollig unverwandte Nukleinsauren. Somit 
erstreckt sich Anspruch 2 auch auf Teile be//ed/ger Nukleinsauren mit mindestens 
20 Nukleotiden, was nicht als neu anerkannt werden kann. 

4) Desweiteren erstreckt sich der Schutzbereich von Anspruch 2 auf die 
Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID 13, und Teile davon mit mindestens 20 
Nukleotiden. Obwohl die Nukleotidsequenzen, welche in D3 und D4 beschrieben 
werden, eine Sequenzidentitat von 60 bzw, 63.4% zu SEQ ID 15 zeigen, sowie 
zusammenhangende identische Nukleotidfolgen von 14 bzw. 18 bp., zeigt 
Dokument D8, welches das TIF2 Gen aus Saccharomyces cerevisiae beschreibt, 
eine zusammenhangende identische Nukleotidfolge von 21 bp. 

Dies fallt ebenfalls in den Schutzbereich von Anspruch 2. Aus diesen Grunden 
kann Anspruch 2 nicht als neu anaesehen werden. 

5) Durch die Veroffentlichung von Nukleinsauresequenzen gemaB den Anspruchen 
1 und 2 sind auch die technischen Merkmale der Anspruche 3 und 6 bereits 
implizit dargelegt. Anspruche 3 und 6 sind somit nicht neu. 

6) Wie auch unter Punkt V.2 beschrieben, kann anhand einer isolierten 
Nukleinsauresequenz nicht auf deren Abstammung ruckgeschlossen werden. Das 
technische Merkmal der Abstammung einer bereits bekannten Nukleinsaure aus 
einem alternativen Organismus stellt daher kein Unterscheidungsmerkmal dar. 
Anspruche 4 und 5 sind daher nicht neu. 
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7) Obwohl Anspruche 7 und 8 Standardmethoden darstellen, sind sie als solche 
nicht im Stand der Technik beschrieben, und konnen als neu angesehen werden. 

8) Dokumente D1 und D2 beschreiben Proteine einer Aminosauresequenz mit 
jeweils 59.2 bzw. 56.8 % Sequenzidentitat zu SEQ ID 14, und 
zusammenhangenden identischen Sequenzen von 21 bzw. 17 Aminosauren. 
Anspruch 9 kann somit als neu angesehen werden kann. 

9) Gleiches gilt fur Anspruch 10, da die Proteine der Dokumente D3 und D4 jeweils 
59.2 und 61.2 % Sequenzindentitat zu SEQ ID 16, und zusammenhangende 
identische Sequenzen von jeweils 10 Aminosauren aufweisen. 

10) GemaB seines Bezuges auf die neuen Anspruche 9 und 10, kann auch ein 
Verfahren gemaB Anspruch 1 1 als neu gelten. 

11) Ebenso konnen Antikorper bzw. deren Herstellung gemaB Anspruchen 12 und 13 
als neu angesehen werden. Obwohl wahrscheinlich ist, daB Antikorper gegen 
zahlreiche bereits bekannte p68, p72 und elF-4A Proteine auch mit den 
vorliegenden Proteinen reagieren, kann dies jedoch zur Zeit nicht eindeutig 
gezeigt werden. 

12) Die Gegenstande oder Verfahren gemaB den Anspruchen 14-24 basieren auch 
auf Nukleinsauren der Anspruche 1-6, welche nicht das Kriterium der Neuheit 
erfullen. 

Allerdings zeigt der Stand der Technik solche Gegenstande und Verfahren nicht 
explizit auf. Anspruche 14-24 sind daher als neu anzusehen. 
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Erfinderische Tatiakeit aemaB Art. 33(3) PCT. 

1 3) Die Herstellung eines Expressionsvektors gemaf3 Anspruch 7, sowie ein 
Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure gemaR Anspruch 8, stellen 
Standardverfahren dar. Angesichts der Venwendung bzw. der Herstellung von 
Sequenzen, welche nicht das Kriterium der Neuheit erfullen, kann ein 
erfinderischer Schriff nicht anerkannt werden. 

1 4) Die Methode der Klonierung der beanspruchten Gene Hcl und Hc2 stellt eine 
Standardmethode ohne erfinderischen Schritt dar, da die zur Isolation 
venwendeten PGR primer nur degenerierte Sequenzen der bereits beschriebenen 
p68/p72 bzw. elF-4A Gene darstellen. Das Technische Problem besteht damit nur 
in der Bereitstellung eines Alternativen Organismus zur Isolation entsprechender 
Gene. 

Tetrahymena stellt einen in diesem Gebiet haufig verwendeten Modellorganismus 
dar, womit die Klonierung von entsprechenden Proteinen aus Tetrahymena fur 
den Fachmann zwar naheliegend ist; jedoch wird in keinem der Dokumente zum 
Stand der Technik ausdrucklich auf den genus Tetrahymena oder die Gruppe der 
Ciliata hingewiesen. Die Proteine der Anspruche 9 und 10, sowie ein Verfahren zu 
deren Herstellung gemaB Anspruch 11, konnten somit als erfinderisch angesehen 
werden. 

15) Ensprechend kann auch fur die Bereitstellung von Antikorpern bzw. einem 
Verfahren zu deren Herstellung gemaB Anspruchen 12 und 13 ein erfinderischer 
Schritt anerkannt werden. 

16) Wahrend die Gegenstande und Verfahren der Anspruche 14-24 als neu 
angesehen werden, kann kein erfinderischer Schritt anerkannt werden. 
Besagte Anspruche beziehen sich auch auf mogliche Verwendungen von 
Nukleinsauren der Anspruche 1-6, welche nicht das Kriterium der Neuheit erfullen. 
Allerdings sind diese Verwendungen fur ahnliche Gene, Proteine, oder Fragmente 
dieser Gene oder Proteine bereits bekannt(wie auch in der Anmeldung selbst 
beschrieben, z.B. S. 2/22 - 4/6) bzw. stellen standardmaBige Verwendungen dar. 
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Nachdem die Anmelder daruber hinaus keinen technischen Effekt zeigen, welcher 
durch die Verwendung der Nukleinsauren bzw. Peptide gema(3 den vorliegenden 
Anspruchen im Gegensatz zu bereits bekannten Verwendungen von ahnlichen 
Genen oder Proteinen erzielt wird, lieat ein erfinderischer Schritt fur Anspruche 
14-24 nicht vor. 

Gewerbliche Anwendbarkeit. 

1 7) Die Gegenstande der Anspruche 21 und 22 umfassen auch die Anwendung in der 
medizinisclien Behandlung. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande 
dieser Anspruche gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten 
keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung 
der Anspruche abhangen. Das EPA beispieisweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche 
zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Hersteliung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind (Siehe Regel 67(iv) PCT ). 

Zu Punkt VIII 

Dem Wortlaut von Anspruch 2 zufolge erstreckt sich der Schutzbereich auch auf Teile 
mit mindestens 20 Nukleotiden einer Nukleinsaure, "kodierend fur eine RNA-Helikase 
[...] Oder funktionelle Varianten davon". Dies ware jedoch nicht prufbar, da gemaB der 
Definition von "funktionellen Varianten" (S. 12/19-13/11), eine solche Variante z.B. auch 
ein Fusionsprotein enthaltend SEQ ID 16 oder ein Protein mit Sequenzidentitat von ca. 
70% zu SEQ ID 16 sein konnte. Ein Teil der Nukleinsaure. die fur ein solches 
Fusionsprotein codiert, kann demnach auch aus diesem Bereich sein, welcher fur den 
Fusionspartner codiert, also vollig verschieden von z.B. SEQ ID 15. Dies kann nicht als 
neu angesehen werden, 

Ahnlich verhalt es sich mit Teiien einer Nukleinsaure, die z.B. fur ein Protein mit 70% 
Sequenzidentitat zu SEQ ID 14 codieren; ein solcher Anspruch ware wegen der Fulle 
der Moglichkeiten nicht prufbar. 
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Patentanspruche 

1 . Nukleinsauren kodierend fur eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID No. 14 oder funktionelle Varianten davon, und Teile davon mit 
mindestens 20 Nukleotiden, wobei SEQ ID No. 13 Teil des Anspruchs ist und 
funktionelle Varianten Proteine mit einer Sequenzhomologie von mindestens 
70 % Oder Proteine mit Deletionen von bis zu 60 Aminosauren oder 
Fuslonsproteine, die die Aminosauresequenz der SEQ ID No. 14 enthalten, sind. 

2. Nukleinsauren kodierend fur eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID No. 16 oder funktionelle Varianten davon, und Teile davon mit 
mindestens 20 Nukleotiden, wobei SEQ ID No. 15 Teil des Anspruchs ist und 
funktionelle Varianten Proteine mit einer Sequenzhomologie von mindestens 
70 % Oder Proteine mit Deletionen von bis zu 60 Aminosauren oder 
Fuslonsproteine, die die Aminosauresequenz der SEQ ID No. 16 enthalten, sind. 

3. Nukleinsauren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet daB die 
Nukleinsauren eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine doppelstrangige DNA 
sind. 

4. Nukleinsauren nach Anspruch 1 bis 3 erhaltlich aus Ciliaten. 

5. Nukleinsauren nach Anspruch 4 erhaltlich aus Tetrahymena thenmophila. 

6. DNA und RNA-Antisensestrang erhaltlich aus Nukleinsauren gemaB Anspruch 1 
bis 5. 

7. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daU 
die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder 
gentherapeutisch wiri^samen Vektor, enthalten ist. 

8. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der Anspruchs 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure chemisch synthetisiert oder 
anhand^iner Sonde aus einer Genbank isoliert wird. 



EP 009904892 

28 



GEAENDERTES BLATT 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



19-08-2000 

PatentanspriJche 

1 . Nukleinsauren kodierend fQr eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemaS SEQ ID No. 14 und Teile davon mit mindestens 20 Nukleotiden, wobei 
SEQ ID No. 13 Teil des Anspruchs ist, und Nukleinsauren kodierend fur 
funktionelle Varianten der RNA-Heiikase gemaS SEQ ID No. 14, wobei 
funktionelle Varianten Proteine mit einer Sequenzhomologie von mindestens 
70 % Oder Proteine mit Deletionen von bis zu 60 Aminosauren oder 
Fusionsproteine, die die Aminosauresequenz der SEQ Id No. 14 enthalten, sind. 

2. Nukleinsauren kodierend fur eine RNA-Helikase mit einer Aminosauresequenz 
gemSli SEQ ID No. 16 und Teile davon mit mindestens 25 Nukleotiden, vkfobei 
SEQ ID No. 1 5 Teil des Anspruchs ist, und Nukleinsauren kodierend fQr 
funktionelle Varianten der RNA-Helikase gemaB SEQ ID No. 16, wobei 
funktionelle Varianten Proteine mit einer Sequenzhomologie von mindestens 70 % 
Oder Proteine mit Deletionen von bis zu 60 Aminosauren oder Fusionsproteine, die 
die Aminosauresequenz der SEQ ID No. 16 enthalten, sind. 

3. Nukleinsauren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren eine DNA oder RNA. vorzugsweise eine doppelstrSngige DNA 
sind. 

^ 4. Nukleinsauren nach Anspmch 1 bis 3 eriialtlich aus Ciliaten. 

5. Nukleinsauren nach Anspmch 4 erhaltlich aus Tetrahymena thermophila. 

6. DNA und RNA-Antisensestrang erhaltlich aus Nukleinsauren gemaB Anspruch 1 
bis 5. 

7. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder 
gentherapeutisch wirksamen Vektor, enthalten ist. 
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8. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der Ansprtiche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure chemisch synthetisiert oder 
anhand einer Sonde aus einer Genbank isoliert wird. 

9. Polypeptid mrt einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No. 14 und Teile davon 
mit mindestens 65 Aminosauren und funktionelle Varianten des Polypeptids 
gemaB SEQ ID No. 14, wobei eine funktionelle Variante ein Polypeptid mit einer 
Sequenzhomologie von mindestens 70 % oder ein Polypeptid mit Deletionen von 
bis zu 60 Aminosauren oder ein Fusionsprotein, das die Aminosauresequenz der 
SEQ ID No. 14 umfaBt, ist 

' 1 0. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaS SEQ ID No. 1 6 und Teile davon 

mit mindestens 12 Aminosauren und funktionelle Varianten des Polypeptids 
gemaB SEQ ID No. 16, wobei eine funktionelle Variante ein Protein mit einer 
Sequenzhomologie von mindestens 70 % oder ein Protein mit Deletionen von bis 
zu 60 Aminosauren oder ein Fusionsprotein, das die Aminosauresequenz der 
SEQ ID No. 16 umfaBt, ist. 

H.Verfehren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB Anspruch 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6 in 
einer geeigneten Wirtszelle exprimiert wird. 

( 

12. Antik6rpergegen ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers gemaB Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet daB ein Saugetier mit einem Polypeptid gemaB Anspnjch 9 oder 
10 immunisiert und gegebenenfalls die entstandenen Antikorper isoliert werden. 

14. Arzneimittel enthaltend eine Nukleinsaure gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 6 
Oder ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10 und gegebenenfalls 
pharmazeutisch annehmbare Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs, 
■*Autoimmunkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide 
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Arthritis, Aizheimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodermitis, Typ I 
Allerglen oderTyp IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute und 
chronische infektionskrankheiten und/oder Diabetis und / oder zur Beeinflussung 
des Zellmetabolismus, insbesondere bei der Immunsuppression, vor allem be! 
Transplantationen und/oder Erbkrankheiten, insbesondere Werner Syndrom, 
Bloom Syndrom, Xeroderma pigmentosa, Bindegewebskrankheiten, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine Nukleinsaure gemaH einem der Anspruche 1-6 oder 
ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10 oder Antikorper gemaS Anspruch 12 
mit einem pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und/oder Hilfestoff fomnuliert 
wird. 

le.Diagnostikum enthaltend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 1-6 
Oder ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 10 oder Antikorper gemaB Anspruch 
12 und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 

17. Verfahren zur Hersteliung eines Diagnostikums zur Diagnose von Krebs, 
Autoimmunkrankheiten, insbesondere Multiple Sklerose oder Rheumatoide 
Arthritis, Alzheimer-Krankheit, Allergien, insbesondere Neurodemiitis, Typ I 
Allergien oder Typ IV Allergien, Arthrose, Atherosklerose, Osteoporose, akute und 
chronische Infektionskrankheiten und / oder Diabetis und/oder zur Analyse des 
Zellmetabolismus, insbesondere des Immunstatus, vor allem bei 
Transplantationen und / oder zur Analyse von Erbkrankheiten, insbesondere 
Werner Syndrom, Bloom Syndrom, Xeroderma pigmentosa, 
Bindegewebskrankheiten, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure 
gemaB einem der Anspruche 1-6 oder ein Polypeptid gemaB Anspruch 9 oder 
10 Oder Antikorper gemaB Anspajch 12 mit einem pharmazeutisch annehmbaren 
Trager versetzt wird. 

18. Test zur Identifizierung von funktionelien Interaktoren enthaltend eine 
Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 1-6 oder ein Polypeptid gemaB 
Anspruch 9 oder 10 oder Antikorper gemaB Anspruch 12 und gegebenenfalls 
geeignete Zusatz- und / oder Hilfsstoffe. 
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IQ.Verwendung einer Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 1 - 6 oder eines 
Polypeptids gemaR Anspruch 9 oder 10 zur Identifiziemng funktioneller 
Interaktoren. 

20. Verwendung einer Nukleinsaure gemafi einem der Anspruche 1 - 6 zum 
Auffinden von Varianten der RNA-Helikase, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Genbank mit der genannten Nukleinsaure abgesucht und die gefundene Variante 
isoliert wird. 

21. Verwendung der Nukleinsauren gemaB einem der Anspruche 1-6 oder eines 
Polypeptids gemafi Anspruch 9 oder 10 zur Beeinflussung der 
Proteinbiosynthese. 

22. Verwendung der Nukleinsauren und Polypeptide gemaU Anspruch 21 zur 
Hemmung der Degradation der mRNA und / oder Stimulation der Degradation der 
mRNA und / oder Stabilisierung von mRNA. 

23. VenA/endung der Nukleinsauren und Polypeptide nach Anspruch 21 zur 
heterologen Expression in Nutzpflanzen. 

24. Venwendung der Nukleinsauren gemaB einem der Anspruche 1-6 oder eines 
Polypeptids gemaB Anspruch 9 oder 10 als Selektionsmarker in der 
Molekularbiologie. 
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